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AA Acide arachidonique  

ADNdb ADN double brin 

Akt/PKB Proteine kinase B 

ANCA Anti-neutrophil cytoplasmatic antibodies 

AnxA1 Annexine A1  

AP-1 Activator protein 1 

ARE Adenine/uridine-rich element 

 

BAFF/BLYS Facteur activateur des cellules B 

BCAP B-cell adaptator for PI3K 

BET Bromure d’ethidium 

Β2-integrine CD11b 

BLT1 / BLT2 Leukotriene B (4) receptors 

BPI Bactericidal/permeability-increasing protein 

Bcl-XL B-cell lymphoma-extra large  

 

CATC  Cathepsine C 

CATG  Cathepsine G 

CBA  Cytometric bead array 

CDK  kinases cycline-dépendantes 

CDP  Progéniteur lymphoïde commun 

C/EBPα  CCAAT enhancer-binding alpha 

C/EBPε  CCAAT enhancer-binding epsilon 

CFSE  Carboxyfluorescéine diacétate succinimidyl ester 

CFTR  Cystic fibrosis transmembrane regulator 

CGD  Granulomatose septique familiale 

CLA  Cutaneus leucocyte-associated 

CLEC-6 C-type lectin domain family 1 member-6 

CLIP Class II associated invariant chain peptide 

CLR Récepteurs de la lectine de type C 

CMH Complexe majeur d’histocompatibilité 

COX  Cyclooxygénase 

CPA Cellules présentatrices d'antigène 

CR Récepteurs du complément 
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CXCL8 IL-8 

CXCL12 (SDF1α) Stomal Cell-Derived Factor 1α 

 

DAMP Motifs moléculaires associés aux dégâts 

DAPI 4’,6-diamidino-2-phénylindole 

DC Dendritic cell 

DCIR Dendritic cell immunoreceptor 

DCML DC, monocyte, B and NK lymphoid deficiency 

DD Death domain 

DPI Diphenyl iodonium 

 

ELA Elastase 

ERK Extracellular signal-regulated kinases 

ESL-1 E-selectin ligand-1 

ETs Extracellular Traps 

 

Fc Fragment Fc (cristallisable) 

FcyR Récepteurs pour le fragment Fc des IgG 

FG Granules de ficollines 

fMLP formyl-Méthionyl-Leucyl-Phénylalanine 

FPR Formyl peptide receptors 

FRO Formes réactives de l’oxygène 

 

GA Granulations azurophiles 

GAS Streptococcus pyogenes du groupe A 

G-CSF Granulocyte colony stimulating factor 

G-CSFR Granulocyte colony stimulating factor receptor 

GFI-1 Growth factor independent transcription repressor 

GILZ Glucocorticoid Induced Leucine Zipper 

GM-CSF Granulocyte-macrophage colony stimulating factor 

GMP Progéniteur commun des granulocytes et des macrophages 

GPI Glycosylphosphatidylinositol  

GPx Glutathion peroxydase 

GS Granulations spécifiques 
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HBSS Hank's buffered salt solution 

HGF Hepatocyte Growth Factor 

HIF-1α Facteur induit par l'hypoxie 1α 

HIN-200 Hematopoietic IFN-inducible nuclear antigens with 200 amino acid 
repeats proteins 

HMGB1 Hight-mobility group protein B1 

HMG-CoA 3-hydroxy 3-méthylglutaryl coenzyme A 

HSC  Cellules souches hématopoïétiques (hematopoietic stem cells) 

H3 Histone 3  

H3cit H3 citrullinée 

 

ICAM-1 Intercellular adhesion molecule 1 (CD54) 

IDEC  DC inflammatoires épidermiques  

ILT7 Immunoglobulin-like transcript 7 

INFγ Interferon gamma 

IRAK Interleukin-1 receptor associated kinase 

IRF Interferon Regulatory Factor  

 

LC Cellules de Langerhans 

LDG Low-density granulocytes 

LES Lupus érythémateux systémique 

LF Lactoferrine 

LL37 Cathelicidine 

LOX-1 lectin-like oxidized LDL receptor-1 

LPS Lipopolysaccharide 

LRR Leucine rich repeat 

LTB4   Leucotriène B4 

LXA4 Lipoxine A4 

LyT Lymphocytes T 

 

Mac-1 β2-intégrine (αMβ2) 

Mcl-1 Myeloid cell leukaemia-1 

mDC DC myeloïde 

MDP Progéniteur commun spécifique des macrophages et des DC 
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MEB/SEM Microscopie électronique à balayage 

MIP-3α Macrophage Inflammatory Protein-3 (CCL20) 

miRNA microRNA 

MLP Progéniteur lymphoïde multipotent 

MMP Matrix metalloproteinases 

MNDA Myeloid cell nuclear differenciation antigen 

MPO Myéloperoxydase 

MyD88 Myeloid differentiation primary response protein 88 

MZ Zone marginale 

 

NADPH-oxydase  Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate-oxidase 

NBH Neutrophiles auxiliaires des cellules B 

NETs Neutrophil Extracellular Traps 

NFκB nuclear factor-kappa B 

NLR NOD-like receptors 

NO Monoxyde d'azote 

NOD Nucleotide-binding oligomerization domain 

 

PAD4 Peptidyl arginine déiminase 4 

PAF Platelet Activating Factor 

PAMP Pathogen associated molecular patterns 

PBMC Cellules mononucléées 

PCNA Proliferating cell nuclear antigen 

pDC DC plasmacytoïdes 

PECAM-1 Platelet endothelial cell adhesion molecule 1 (CD31) 

PFA Paraformaldéhyde 

PG Prostanoïdes 

PGE2 Prostaglandine E2 

PI3K Phosphatidyl inositol 3-kinase 

PKC Protéine kinase C 

PMA Phorbol 12-myristate 13-acetate 

PN Polynucléaires neutrophiles  

PRR Pattern recognition receptors 
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PR3 Protéinase 3 

PSGL1 P-selectin glycoprotein ligand 1 

PTU Propylthiouracil 

PU.1 Transcription factor PU.1 (ou SPI-1) 

 

RALDH1 Retinaldehyde dehydrogenase 1 

rhDNase DNase recombinante humaine 

R848 Imidazoquinoline 

RLH RIG-like helicases 

RvE1 Resolvin E1 

 

SLAN Antigène 6-sulfo LacNAc 

SNARE Soluble N-éthylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein 
Receptor 

SP Protéines surfactants 

STAB1 Stabilin-1 

SVF Sérum de veau fœtal 

   

TAN Tumor associated neutrophils 

TAP Transporter associated with antigen processing 

TIMP  Tissue inhibitors of metalloproteinases 

TIR Toll/interleukin-1 receptor 

TLR Toll like receptors 

TMB 3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine 

TNF Tumor Necrosis Factor 

TRAIL TNF-related apoptosis-inducing ligand 

TREM Triggering receptors expressed on myeloid cells  

TXA2 Tromboxane A2 

 

UFC Unités formant colonies 

 

VAMP Vesicle-associated membrane proteins  

VE-cadhérine Molécule d’adhérence endothéliale 

VEGF-A Facteur de croissance endothélial vasculaire A 
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VIH1 Virus de l’mmunodéficience humaine 1  

VS Vésicules secrétoires 
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Le système immunitaire est constitué d’un ensemble complexe d’organes 

individualisés et de tissus entre lesquels circulent des cellules immunocompétentes.  Ce 

réseau de communication confère au système immunitaire trois propriétés essentielles : 

1) une importante capacité d’échanges d’informations, par des contacts cellulaires ou 

par la libération de médiateurs solubles ; 2) une  régulation fine permettant de préserver 

en permanence un équilibre et une réponse adaptée ; 3) un rôle effecteur performant 

capable de protéger l’intégrité de l’organisme. La perturbation de l’une de ces propriétés 

est à l’origine d’états pathologiques comme des déficits immunitaires, des maladies 

auto-immunes ou des états d’hypersensibilité. 

Les polynucléaires neutrophiles (PN) sont les cellules phagocytaires 

professionnelles du système immunitaire inné qui agissent comme première ligne de 

défense contre les agents infectieux mais participent également à la régulation de 

l’immunité adaptative. Leurs propriétés fonctionnelles sont nombreuses parmi 

lesquelles la phagocytose, la libération de cytokines, d’enzymes et de peptides 

microbicides stockés dans leurs granulations cytoplasmiques, la production de formes 

réactives de l’oxygène (FRO) grâce à l’explosion oxydative et la formation des 

« Neutrophil Extracellular Traps » (NETs). 

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés à cette dernière propriété des PN 

décrite en 2004 par l’équipe d’Arturo Zyclinsky, la NETose. Les NETs sont des 

filaments de chromatine associés à des protéines nucléaires, cytoplasmiques et 

granulaires, issus des PN activés. Leur formation nécessite la production de FRO, 

l’activation de l’autophagie et la décondensation de la chromatine. Cette dernière fait 

suite à la citrullination des histones par l’enzyme PAD4 (peptidylarginine deiminase 4) 

et à leur protéolyse après translocation nucléaire de protéases. Puis la désintégration 

de la membrane nucléaire permet à la chromatine de fixer différentes protéines 

cytoplasmiques et granulaires parmi lesquelles des enzymes et des molécules 

microbicides. L’étape finale consiste en l’expulsion de la chromatine dans le milieu 

extracellulaire libérant les NETs. 

Initialement, ces NETs ont été définis comme de simples pièges à micro-

organismes capables de les tuer grâce à une concentration locale importante en 

composants antimicrobiens. Plus récemment, il a été démontré que les NETs 
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participaient aussi aux dommages tissulaires au cours de maladies inflammatoires 

(sepsis, asthme, thrombose…), que certains de leurs composants étaient à l’origine du 

développement de maladies auto-immunes (ADN/LL37 pour le lupus, protéinase 3 pour 

les vascularites, par exemple) et que leur implication au cours du cancer était probable. 

Il semble donc que le rôle des NETs dans la physiopathologie des maladies 

inflammatoires, auto-immunes et allergiques en particulier soit majeur et représente un 

nouveau champ d’investigation. 

La découverte des NETs et la description croissante de leurs propriétés renforcent 

le rôle clé des PN dans la réponse immunitaire innée mais aussi adaptative. En effet, il 

est maintenant clair que la fonction des PN va bien au-delà de celle de phagocyter et 

détruire les agents infectieux. On sait par exemple qu’ils jouent un rôle dans le 

remaniement tissulaire lors de l’inflammation car ils sont capables d’orchestrer la 

réparation des lésions à la fin de la phase aigüe en régulant leurs propres fonctions, en 

induisant leur apoptose et en programmant les macrophages afin d’accélérer la 

réparation tissulaire. De la même manière, les PN participent à la régulation de 
l’immunité adaptative, par interaction directe avec les lymphocytes T (LyT) et 

lymphocytes B (LyB) ou indirectement par la modulation des cellules dendritiques (DC). 

 Les DC font partie des cellules sentinelles du système immunitaire et sont les 

seules cellules présentatrices d’antigènes (CPA) capables d’activer une réponse 

lymphocytaire T primaire. Dans les tissus, les DC présentent un phénotype dit 

immature. Face à des signaux de danger, les DC acquièrent un phénotype mature, 

migrent vers les ganglions lymphatiques, et activent une réponse T spécifique.  

Les interactions entre les DC et les PN ont été rapportées ces dernières années 

et constituent un nouveau domaine d’intérêt où immunité innée et immunité adaptative 

coopèrent. Les PN et les DC peuvent s’attirer mutuellement sur le site inflammatoire 

grâce aux chimiokines. Les PN peuvent aussi moduler la maturation et l’activation des 

DC par certaines interactions cellulaires (Mac-1/CEACAM et DC-SIGN par exemple), la 

production de médiateurs tels que le TNFα, des alarmines, des protéines granulaires ou 

encore par la libération de microparticules ou ectosomes. Les modifications du 

phénotype des DC ont ensuite des répercutions sur la prolifération lymphocytaire T et la 

qualité de cette réponse.  



Avant-propos 

 

Page | 13 

 

Dans ce contexte d’interactions entre les PN et les DC, les NETs pourraient jouer 

un rôle important dans la modulation fonctionnelle des DC lors d’une inflammation mais 

ce mécanisme n’a jamais été démontré à ce jour. Les nombreux composants exprimés 

par les NETs (protéines et acides nucléiques) pourraient interagir directement ou 

indirectement avec leurs récepteurs ou d’autres structures sur les DC, activer les voies 

de signalisation et moduler ainsi la fonction et l’activation des LyT. 

Dans ce travail de thèse, nous faisons donc l’hypothèse que les NETs produits 

sur le site inflammatoire peuvent moduler la maturation des DC et la réponse 

lymphocytaire T, assurant ainsi un pont supplémentaire entre immunité innée et 

immunité adaptative. La première étape de ce travail a consisté en la mise au point d’un 

protocole standardisé de production de NETs à partir de PN humains ; puis cet outil 

biologique a permis d’analyser l’effet des NETs sur la maturation et les fonctions de DC 

humaines d’origine monocytaire. 

Dans ce document une introduction bibliographique présente en premier lieu les 

deux types cellulaires étudiés, les PN (en particulier le phénomène de NETose) et les 

DC. La partie suivante traite des données actuelles sur la régulation des DC par les PN 

et introduit le rôle des NETs dans ce contexte. 
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Les polynucléaires neutrophiles (PN) sont les leucocytes les plus abondants dans 

la circulation sanguine et représentent environ 70% de la population leucocytaire 

circulante. Ils ont été décrits par Paul Ehrlich en 1880, grâce à des techniques de 

coloration. Le terme neutrophile reflète la possibilité de marquer ces leucocytes 

simultanément avec des colorants acides et basiques, produisant ainsi une coloration 

neutre. (Amulic et al., 2012) 

Les PN sont les principaux effecteurs de la réponse immunitaire innée car ils sont 

les premiers leucocytes présents au niveau du site inflammatoire et sont capables de 

phagocyter et dégrader un large éventail de pathogènes. Néanmoins, durant les deux 

dernières décennies, de nombreux travaux ont décrit de nouveaux aspects de la 

biologie des PN démontrant que leurs rôles vont bien au-delà des mécanismes 

microbicides initialement mis en exergue (Cassatella, 2013; Mocsai, 2013). Par 

exemple, les PN peuvent survivre longtemps ; ils ont la capacité d’exprimer des gènes 

codant pour les médiateurs inflammatoires clés (composants du complément,  

récepteurs pour les fragments Fc des immunoglobulines, chimiokines et cytokines...). 

De plus, les PN peuvent produire des molécules anti-inflammatoires et des facteurs qui 

favorisent la résolution de l'inflammation. Les PN peuvent donc contribuer 

significativement à la régulation de nombreux processus inflammatoires et, ainsi, agir 

comme éléments clés des interactions cellulaires. (Jaillon et al., 2013) 

1.1. Ontogenèse, différenciation et maturation  

La granulopoïèse est un processus étroitement régulé qui commence par la 

différenciation des cellules souches pluripotentes en progéniteurs myéloïdes primitifs 

qui, à leur tour, se différencient en précurseurs myéloïdes spécifiques. Au cours de ce 

processus, les cellules souches hématopoïétiques (hematopoietic stem cells, HSC) se 

différencient en myéloblaste, promyélocyte, myélocyte, métamyélocyte, « band » PN, 

puis en PN segmenté au noyau polylobé. Ce processus prend environ 14 jours ; la 

division cellulaire est interrompue au stade de métamyélocyte, tandis que la 

différentiation des granulations se poursuit. (Borregaard, 2010)  

Parmi les facteurs extracellulaires qui dirigent la progression des HSC en PN, le 

G-CSF (Granulocyte colony stimulating factor) joue un rôle essentiel. Le G-CSF a la 

capacité d’induire la différenciation myéloïde, de stimuler la prolifération des 

précurseurs granulocytaires et d’induire la libération des PN de la moelle osseuse. Les 
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effets biologiques du G-CSF sont médiés via son récepteur G-CSFR ou CD114, 

membre de la famille des récepteurs de cytokines hématopoïétiques. D'autres cytokines 

hématopoïétiques contribuent au développement des PN in vivo incluant le GM-CSF 

(Granulocyte-macrophage colony stimulating factor), l'IL-6 et l'IL-3 (Borregaard, 2010). 

L'expression coordonnée et complexe de plusieurs facteurs de transcription 

myéloïdes (C/EBPα et C/EBPε (CCAAT-enhancer-binding proteins), PU.1, et GFI-1) est 

nécessaire à la régulation de ce processus. L’engagement du progéniteur myéloïde 

vers la granulopoïèse est déterminé par un équilibre entre les facteurs de transcription 

C/EBPα et PU.1 ; tandis que C/EBPα permet préférentiellement la différentiation en PN, 

une forte expression de PU.1 favorise la différentiation en monocyte (Borregaard, 

2010). C/EBPα est donc actif pendant toute la différentiation granulocytaire et participe 

à l’activation de la transcription des gènes permettant l’expression de la 

myéloperoxydase (MPO) et du récepteur au G-CSF par exemple (Keeshan et al., 

2003). De plus, durant cette étape, le facteur de transcription GFI-1 joue aussi un rôle 

important dans l’engagement et la progression de la granulopoïèse ; en effet, il va 

limiter la prolifération des cellules souches et inhiber la transcription des gènes 

impliqués dans la différentiation monocytaire (Horman et al., 2009).  Par la suite, 

l’expression de C/EBPε est augmentée par le C/EBPα et par le G-CSF permettant la 

formation des granulations spécifiques et la différentiation terminale des PN. Alors que 

le passage du myéloblaste au promyélocyte est sous la dépendance de C/EBPα et GFI-

1, le passage du promyélocyte au PN est régulé principalement par C/EBPε. Même si 

au départ l’expression de PU.1 est inhibée, elle augmente au cours de la différentiation. 

Ce facteur est capable de réguler l’expression de plusieurs gènes clés dans la fonction 

du PN comme la β2-intégrine, le CD45, le récepteur du G-CSF et plusieurs composants 

du complexe de la NADPH-oxydase (nicotinamide adénine dinucléotide phosphate-oxidase) 

(Borregaard, 2010). De plus, PU.1 participe au mécanisme de protection du PN via la 

régulation de l’expression de la glutathion peroxydase (GPx) et du SLPI (secretory 

leukocyte protease inhibitor) (Throm and Klemsz, 2003). L’ensemble de ces étapes est 

résumé dans la Figure 1.  

La libération des PN matures dans la circulation sanguine dépend ensuite des 

médiateurs présents dans leur microenvironnement et l’homéostasie cellulaire est 

régulée par deux récepteurs de chimiokines majeurs CXCR2 et CXCR4. Les PN 

générés et stockés à l'intérieur de la moelle osseuse présentent des niveaux 
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d'expression élevés de CXCR2 et peuvent être efficacement mobilisés par des ligands 

spécifiques tels que CXCL1 (KC chez la souris / Gro-α chez l'homme) ou CXCL8 (IL-8). 

A l’inverse, CXCR4 sert de facteur de rétention via son ligand CXCL12 (SDF1α) qui est 

exprimé de façon constitutive dans la moelle osseuse (Eash et al., 2010). Après leur 

libération dans la circulation sanguine, les PN deviennent sénescents et l’expression de 

CXCR4 augmente alors que l’expression de CXCR2 diminue. Les PN-CXCR4high 

meurent par apoptose ou bien retournent vers la moelle osseuse où ils sont phagocytés 

par les macrophages (Martin et al., 2003). La phagocytose des PN apoptotiques par les 

macrophages tissulaires est également un mécanisme important qui permet la 

régulation du nombre de PN dans l’organisme. Durant ce processus, les macrophages 

ne produisent plus d’IL-23, inhibant ainsi la production d’IL-17 par les cellules Th17,  la 

diminution du G-CSF et, par conséquent, le développement et la libération des PN. 

Cette boucle complexe de régulation permet de maintenir le nombre de PN  circulants 

et tissulaires relativement constant (Stark et al., 2005). 

Dans les conditions physiologiques, les PN se trouvent dans la moelle osseuse ou 

en circulation, mais ils sont aussi localisés dans la rate, le foie et les poumons grâce à 

des mécanismes non encore élucidés. Il est possible que ces organes soient des 

réservoirs de PN matures, qui peuvent être rapidement déployés vers les sites 

d'inflammation ou d'infection. Il est également possible que les PN stockés dans ces 

organes aient un rôle protecteur, de patrouille constante à la recherche de lésions 

tissulaires ou invasion microbienne (Summers et al., 2010). 

Figure 1. Granulopoïèse. Les PN ont pour origine les HSC de la moelle osseuse. Leur formation 

débute par la stimulation du précurseur myéloïde par le facteur de croissance G-CSF et un équilibre 

entre les facteurs de transcription C/EBPα et PU.1. Cette différentiation passe par plusieurs étapes :

myéloblaste, promyélocyte, myélocyte, métamyélocyte et finalement le PN mature. D’après 

Borregaard, Immunity 2010.



Chapitre 1 : Les polynucléaires neutrophiles 

 

22 | Page 

 

Les poumons semblent être particulièrement riches en PN matures. Certains 

auteurs l’expliquent par une séquestration temporaire liée au débit cardiaque. 

Cependant, le temps de persistance des PN dans les poumons est beaucoup plus long 

que le temps de transit moyen estimé dans d'autres organes, comme le foie, la rate ou 

la moelle osseuse. (Kolaczkowska and Kubes, 2013; Kreisel et al., 2010) 

1.2. Migration  

Sous l’influence de différents stimuli provenant du foyer infectieux ou 

inflammatoire, les PN, cellules physiologiquement au repos dans le sang circulant, 

adhèrent aux cellules endothéliales puis traversent cette barrière pour se diriger de 

façon orientée vers leur cible au niveau tissulaire. Ce phénomène de migration trans-

endothéliale fait intervenir une série d’évènements régulés de façon complexe 

(Kolaczkowska and Kubes, 2013). (Figure 2) 

Le PN va d’abord adhérer de façon transitoire aux cellules endothéliales par 

l’intermédiaire de molécules d’adhérence appartenant à la famille des sélectines. En 

effet, le PN exprime à sa surface, de façon constitutive, l’E-selectin ligand-1 (ESL-1), le 

CD44, la L-sélectine (CD62L), la P-selectin glycoprotein ligand 1 (PSGL1) et d'autres 

ligands glycosylés, qui se lient à des E- et P-sélectines, présentes à la surface des 

cellules endothéliales et dont l’expression est augmentée par différents médiateurs 

provenant du foyer inflammatoire comme l’IL-1, le LPS (lipopolysaccharide) ou le TNFα. 

Ces interactions, de faible affinité, induisent des étapes successives d’attachement et 

de détachement du PN sur la cellule endothéliale qui sont les premières étapes de la 

cascade de recrutement des leucocytes. Ceci correspond au phénomène de roulement 

ou «rolling» du PN le long de l’endothélium. (Zarbock et al., 2011) 

Ensuite, des récepteurs couplés aux protéines G sur ces PN se lient à des 

chimiokines séquestrés sur l'endothélium, ce qui entraîne à des signaux «inside-out» 

induisant des changements conformationnels des β2-intégrines exprimées par les PN 

et l’augmentation de leur expression. La β2-intégrine CD11b-CD18 (Mac-1 ou αMβ2) 

est cruciale pour le ralentissent intravasculaire des PN, nécessaire à leur transmigration 

(Phillipson et al., 2006).  

Les PN traversent l’endothélium en utilisant deux voies non mutuellement 

exclusives. La migration trans-cellulaire (au travers des cellules endothéliales) est 
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Figure 2. Cascade classique de recrutement des PN. Toutes les étapes successives de 

recrutement des PN sont schématisées, du vaisseau vers les tissus. Les deux mécanismes possibles 

de transmigration connus sont indiqués: a) la migration para-cellulaire, entre les cellules 

endothéliales ; et b) trans-cellulaire, à travers les cellules endothéliales. L'image de microscopie intra-

vitale montre une veinule post-capillaire de la peau d’une souris contenant des PN (cellules LY6G+) 

marqués avec un anticorps conjugué à la PE (en rouge). La peau de souris a été infectée par S. 

aureus et l'image a été prise 2 heures plus tard. D’après Kolaczkowska and Kubes, Nat Rev Immunol 

2013 

utilisée par 5-20% des PN ; cette voie induit la translocation d’ICAM-1 dans les régions 

riches en actine et cavéoline, créant une organelle vesiculo-vacuolaire qui forme un 

canal intracellulaire au travers duquel le PN peut traverser la cellule. La migration para-

cellulaire (entre les cellules endothéliales) est plus fréquente et fait intervenir plusieurs 

interactions entre les β2-intégrines et des molécules d’adhérence endothéliales telles 

qu’ICAM-1 et -2, PECAM-1, la VE-cadhérine et le CD99. (Dimasi et al., 2013) 

Après avoir traversé la barrière endothéliale, les PN migrent dans les tissus vers le 

site inflammatoire ou infectieux. Cette migration s’effectue de façon orientée, selon un 

gradient de substances chimio-attractantes, dont des dérivés bactériens tels que les N-

formyl-peptides (en particulier le formyl-Méthionyl-Leucyl-Phénylalanine : fMLP), des 

dérivés du complément comme le C5a, des dérivés lipidiques tels que le leucotriène B4 

(LTB4) et le Platelet Activating Factor (PAF), ou des chimiokines dont le prototype est 

l’IL-8 pour le PN (Kolaczkowska and Kubes, 2013). 
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1.2.1. Inversion de la migration  

Au cours de l'inflammation, la plupart des PN meurent dans les tissus et sont 

phagocytés par les macrophages. Cependant, certains travaux suggèrent que les PN 

extravasés pourraient  réintégrer le système vasculaire. Cela a été démontré chez le 

poisson-zèbre, au cours d’une réponse inflammatoire stérile (Elks et al., 2011). Des 

observations similaires ont été effectuées chez la souris, en lien avec la diminution 

d’expression de JAMC, une protéine d'adhérence (Woodfin et al., 2011). Par ailleurs, un 

autre groupe a décrit, chez des patients atteints de  polyarthrite rhumatoïde, la 

présence d'une population minoritaire (1-2%) de PN qui réintègre la circulation, plus 

résistante à l'apoptose (Buckley et al., 2006). La finalité de ce mécanisme d’inversion 

de la transmigration n'est pas connue. Cela pourrait être un moyen de préserver les PN 

en l’absence d'infection. Cependant, il est également possible que les cellules qui 

réintègrent la circulation puissent ainsi aller vers d'autres organes, menant 

éventuellement à des dommages tissulaires et une inflammation systémique et/ou 

chronique (Kolaczkowska and Kubes, 2013). 

1.2.2. Mécanismes originaux 

L'amélioration de la microscopie intravitale a révélé que la cascade de 

recrutement des PN n'est pas uniforme. Dans divers organes comme le foie, le cerveau 

ou les poumons, certaines étapes de la cascade ne sont pas présentes, et des 

molécules d'adhérence originales sont utilisées (Megens et al., 2011). 

Dans le cas du foie, le recrutement des PN dans les veinules portes et centrales 

se fait de manière classique, mais les PN recrutés dans les capillaires sinusoïdaux 

adhèrent directement à l'endothélium hépatique sans passer par l’étape de roulement. 

Cette adhérence aux sinusoïdes dépend du contexte ; tandis que dans une 

inflammation stérile l’interaction MAC1-ICAM1 est nécessaire, au cours des infections, 

des interactions entre l'acide hyaluronique et le CD44 sont observées sous la 

dépendance de l’IL-10 (McDonald et al., 2008; Menezes et al., 2009). 

Au niveau pulmonaire, la microcirculation est composée d’un réseau de fins 

capillaires, nécessitant une déformation particulièrement importante des PN pour leur 

migration. La séquestration des PN dans les poumons serait ainsi due à un piège 

mécanique qui contournerait la nécessité des sélectines et des intégrines. En effet, 

même en l’absence de ligands de ces molécules d’adhérence, les PN adhèrent aux 
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vaisseaux sanguins pulmonaires ; l’implication d’autres molécules d'adhérence n’est 

pas exclue non plus (Looney et al., 2011). Des études de microscopie intravitale dans le 

poumon pourront clarifier ces questions.  

Dans le cerveau, des plaquettes adhérentes à l'endothélium pourraient servir de 

pont entre les cellules endothéliales et les PN. La P-sélectine est beaucoup plus 

fortement exprimée sur les plaquettes que les cellules endothéliales, favorisant ainsi le 

recrutement des PN dans un environnement à haut cisaillement (Carvalho-Tavares et 

al., 2000). 

1.3. Reconnaissance et élimination des agents pathogènes par les PN 

Arrivé sur le site inflammatoire, le PN va reconnaître l’agent pathogène grâce aux 

différents récepteurs présents à sa surface, les PRR (pattern recognition receptors). 

Les principaux types de PRR sont: les TLR (Toll like receptors), les CLR (récepteurs de 

la lectine de type C) et les NLR (NOD like receptors) (Thomas and Schroder, 2013). 

(Figure 3) 

Figure 3. Voies de signalisation engagées par les PRR dans les PN. Représentation de 

l'expression des gènes et de la production de cytokines aptès activation des voies de signalisation 

des PRR. Ces voies contrôlent également d’autres mécanismes des PN, comme la phagocytose, la 

dégranulation, la production de formes réactives de l’oxygène et la survie. D’après Thomas et al.

Trends Immunol 2013 
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Les TLR sont des protéines transmembranaires de type I comprenant un domaine 

extracellulaire riche en leucines (domaine LRR : leucine rich repeat), responsable de la 

reconnaissance des motifs biochimiques particuliers liés aux pathogènes, conservés 

évolutivement et appelés PAMP (pathogen associated molecular patterns). De plus, il 

existe une partie transmembranaire riche en cystéines et un domaine intracellulaire 

identique à celui du récepteur de l’IL1 (Toll/IL1R domain = TIR domain) qui permet 

l’initiation des voies de signalisation intracellulaires (Prince et al., 2011). L’idée de 

l’existence des récepteurs immuns capables de reconnaître des particules 

microbiennes et d’activer la réponse immunitaire avait été postulée par Charles 

Janeway en 1989 mais la preuve que l’activation de ces récepteurs amène à la 

traduction de gènes importants dans la défense des organismes a été démontrée par le 

laboratoire du Pr Jules Hoffmann (Lemaitre, 2004; Lemaitre et al., 2012). Ces auteurs 

ont habilement combiné des approches génétiques, biochimiques et moléculaires pour 

démontrer que la voie de signalisation Toll chez les embryons de drosophile est à 

l'origine de la régulation de motifs dorso-ventraux en activant une protéine Rel (protéine 

type NFkB). 

Les PN humains expriment tous les TLR sauf le TLR3 (Brandes et al., 2013) et le 

TLR7 (Dang et al., 2011) ; les plus exprimés sont ceux qui reconnaissent le LPS 

(TLR4), les lipopeptides bactériens (TLR2), la flagelline (TLR5)  ou l'ADN (TLR9). Les 

PN peuvent aussi détecter des molécules endogènes appelées DAMP (motifs 

moléculaires associés aux dommages cellulaires) via les TLR, elles sont libérées par 

des tissus ou des cellules immunitaires en réponse à une blessure ou une infection et 

sont impliquées dans des processus inflammatoires aigus et chroniques (Prince et al., 

2011) D’autre part, les PN expriment aussi les CLR, famille de protéines qui possèdent 

des lectines membranaires caractérisées par un domaine de reconnaissance des 

carbohydrates et essentiels dans la réponse antifongique (Thomas and Schroder, 

2013). Les PN expriment aussi des PRR cytoplasmiques ; les NLR, comme NOD2 et 

NLRP3 pour réguler l’IL1β via l’inflammasome (Ekman and Cardell, 2010).  D’autres 

PRR ont également été décrits plus récemment : les FPR, les RLH, l’HIN-200 et les 

TREM (Thomas and Schroder, 2013). La liste des PRR décrits dans les PN humains et 

leurs agonistes est présentée dans le Tableau 1. 

Lorsque les PN reconnaissent leur cible, ils vont mettre en place différents 

mécanismes de destruction microbienne de façon coordonnée. 
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 Tableau 1. PRR exprimés par les PN, d’après Thomas et al., Trends Immunol 2013 

 

PPR Agoniste 

Toll like receptor 

TLR-1 Triacyl lipopeptides (bactéries, mycobactéries) 

TLR-2 Lipoprotéines/lipopeptides 

TLR-4 Lipopolysaccharides (bactéries à Gram négatif) 

TLR-5 Flagellines (bactéries) 

TLR-6 Diacyl lipopeptides (mycoplasmes) 

TLR-8 ARN simple brin (virus) 

TLR-9 ADN hypométhylé, CpG (bactérie) 

Récepteurs de lectine de type C 

Dectin-1 β-Glucanes (champignons) 

Dectin-2 α-Mannose (champignons) 

Mincle α-Mannose (champignons) 

CLEC2 Podoplanine (protéine stromale) 

CLEC5A Virus de la dengue 

CLEC12A Pas connu 

DCIR HIV? 

DEC205 Activateur du plasminogène (enterobactérie) 

CLECSF8 Pas connu 

NOD like receptors 

NLRP1/NO Muramyl dipeptide, sous-unité du PGN 

NLRP3 DAMP endogènes et exogènes 

NLRP6 Pas connu 

NLRC4 Flagellines via les protéines NAIP protéines 

Autres PRR 

RIG-I 5’ triphosphate RNA court (virus et bactéries intracellulaire) 

MDA5 dsRNA longue (virus et bactéries intracellulaire) 

IFI16 dsDNA (viruses) 

LRRFIP1 dsDNA et dsRNA (virus et bactéries intracellulaire) 

DDX41 DNA, di-GMP cyclique et di-AMP cyclique (bactéries 

TREM-1 Pas connu 

FPR1 Formyl peptides (bactérie et mitochondrie) 
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1.3.1. Phagocytose 

Dans les années 1880, Elie Metchnikoff désigna la phagocytose comme un 

mécanisme de défense des organismes pluricellulaires. Elle consiste en la 

reconnaissance et l'ingestion d'un micro-organisme ou d'une particule (débris 

cellulaires, cellules apoptotiques, etc…) afin d'en débarrasser les tissus ou éviter une 

multiplication. Ce processus prépare la dégradation intracellulaire des éléments 

internalisés (Flannagan et al., 2012). 

Les PN sont capables d’une certaine spécificité dans la sélection des particules à 

phagocyter afin d'éviter la dégradation de cellules saines. Les interactions entre les PN 

et les cibles  peuvent être directes, par la reconnaissance de PAMP par les PRR 

(décrits ci-dessus), ou bien par opsonisation. Ce dernier phénomène est mis en place 

grâce à des récepteurs pour le fragment Fc des IgG (FcyR) et par les récepteurs du 

complément (CR) présents à la surface des PN (Nordenfelt and Tapper, 2011). 

Les FcγR sont une classe complexe de récepteurs qui varient selon leur ligand, 

leur expression et leur fonction (Bruhns, 2012) (Figure 4). Six types de FcγR ont été 

décrits chez l’homme: FcγRI, FcγRIIA, FcγRIIB, FcγRIIC, FcγRIIIA et FcγRIIIB. Ils sont 

exprimés sur tous les phagocytes professionnels et peuvent  interagir avec des cibles 

recouvertes d’IgG et entraîner la formation de pseudopodes. Dans les PN, le FcγRIIA 

(CD32) et le FcγRIIIB (CD16) sont exprimés constitutivement, alors que l’expression de 

FcγRI (CD64) est induite par l’INFγ (Rivas-Fuentes et al., 2010). Le FcγRIIA est très  

important pour la phagocytose car il possède une queue intra-cytoplasmique (la chaîne 

γ) avec des motifs activateurs ITAM. L’engagement de FcγRIIA induit la 

phosphorylation de résidus tyrosines de l’ITAM par une Src-kinase qui va initier une 

cascade de signalisations conduisant à des événements tels que l'élévation du calcium 

intracytoplasmique, l'activation de Nox2, la polymérisation de l'actine et la dégranulation 

(Garcia-Garcia et al., 2009). Cependant, le FcγRIIIB - ancré à la membrane par une 

GPI - induit une activité phagocytaire moins forte que le FcγRIIA. C’est un récepteur 

efficace pour l'activation de signaux nucléaires activant une voie de signalisation unique 

qui conduit à la phosphorylation nucléaire de ERK et Elk-1 ; son déclenchement conduit 

au transit de calcium, à la polymérisation de l'actine, et à la dégranulation sans 

activation de la Nox2 (Garcia-Garcia et al., 2009).  Le FcγRI n’a pas la capacité 

d’induire la phagocytose ni d'activer ERK dans le noyau des PN, mais il peut améliorer 

la phagocytose des molécules complexes en coopérant avec les autres récepteurs 
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(Rivas-Fuentes et al., 2010). L’utilisation d’anticorps bloquants et certains modèles 

d’animaux KO pour ces récepteurs ont permis, ces dernières années, de révéler leurs 

rôles, non seulement dans l’activation cellulaire physiologique, mais aussi au cours des 

maladies inflammatoires (Bruhns, 2012). Par exemple, l’activation des PN via le 

FcγRIIA et le FcγRIIIB est impliquée dans les vascularites à ANCA (Monteiro, 2013). 

Les PN jouent aussi un rôle dans l’anaphylaxie reconnaissant des complexes immunes 

via le FcγRIV chez la souris (Jonsson et al., 2011) et via FcγRIIA chez l’homme 

(Jonsson et al., 2012). L’importance de l’activation des FcγR dans l’amélioration de 

l’efficacité des anticorps monoclonaux dans l’immunothérapie des cancers a été 

récemment évoquée (Albanesi et al., 2012).  

La phagocytose médiée par le complément est accomplie par la reconnaissance 

spécifique de la cible recouverte de C3bi par les récepteurs du complément : CR1 

(CD35), CR3 (CD11b/CD18, Mac1 ou integrin-αMβ2) et CR4 (CD11c/CD18 ou integrin-

αXβ2), présents sur les PN (Tohyama and Yamamura, 2006). Cette phagocytose est 

peu active ; la particule entre dans la cellule grâce à l’élaboration d’un petit pseudopode 

Figure 4. Récepteurs humains des IgG. Représentation schématique des récepteurs à la 

membrane cellulaire (barre grise) et leur association ou non à la chaîne dimère de FcRγ (noir). Les 

boîtes vertes représentent les ITAM, et la boîte blanche, les ITIM. La liaison à une sous-classe d’IgG

humaine est indiquée en gras (haute affinité), en plein (faible affinité), ou entre parenthèses (très 

faible affinité). Le tiret (-) indique aucune liaison. D’après Brunhs P. Bood 2012 
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sous la dépendance de microtubules intactes (Underhill and Ozinsky, 2002). 

Contrairement aux FcγR, les récepteurs du complément ont besoin de stimuli 

additionnels pour permettre la phagocytose, comme le PMA, le TNFα, le LPS ou une 

liaison avec la matrice extracellulaire (fibronectine, laminine). Le mécanisme 

moléculaire aboutissant à cette phagocytose est dépendant de l’activation des voies de 

signalisation incluant la tyrosine kinase Syk associée constitutivement à la queue intra-

cytoplasmique de CD18 (Tohyama and Yamamura, 2006).  

Lorsque la cible est fixée par l’un de ces récepteurs, les PN procèdent à 

l'invagination de leur membrane plasmique grâce au réarrangement du cytosquelette 

pour former le phagosome. Bien que les mécanismes permettant l'internalisation soient 

communs à tous les phagocytes,  il existe quelques particularités du PN résumées dans 

le tableau 2. 

Tableau 2. Comparaison de la phagocytose dans les PN et les macrophages 

Caractéristique Polynucléaires Neutrophiles Macrophages 

Interaction avec le 
microorganisme 

PRR-PAMP; FcγR et récepteurs du complément 

Vitesse d'internalisation Secondes Minutes 

Voie de maturation Fusion des granulations Endosomale 

Activation de la NADPH-
oxydase 

Forte production de FRO, intra et 
extracellulaire 

Faible production de FRO, 
extracellulaire 

pH phagolysosomal pH 7 pH 4-5 

Assemblage de l’actine Polymérisation : Ca-indépendante 

Dépolymérisation : Ca-dépendante 

Calcium-indépendante 

Fusion du phagosome La fusion précoce est Ca-dépendante, et 
la fusion tardive est Ca-indépendante 

La fusion des lysosomes est 
Ca-indépendante 

 

La maturation du phagosome passe par la fusion des granulations permettant la 

libération de molécules antimicrobiennes dans la lumière du phagosome. 

Simultanément, l'assemblage des composants de la NADPH-oxydase se fait sur la 

membrane interne du phagosome permettant la production des formes réactives de 

l’oxygène (FRO). Ces deux mécanismes conjoints assurent un environnement toxique 
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pour la plupart des agents pathogènes. Une autre caractéristique du PN est la 

régulation du pH à l’intérieur du phagosome.  Le maintien d’un pH alcalin est essentiel 

pour l'activation des sérines protéases (l’élastase et la cathepsine G) ; il est stabilisé par 

l'intermédiaire de l'activité de la NADPH-oxydase, en dépit de la fusion continue des 

granulations acides (Nordenfelt and Tapper, 2011). (Figure 5) 

Figure 5. Phagosome des PN. De nombreux facteurs contribuent à créer dans le phagosome des 

PN un environnement hostile pour les micro-organismes. Le NADPH, généré par la voie des pentose-

phosphates, est le substrat premier de cette réaction pour la génération de FRO. Les FRO avec la 

fuite de protons, par les pompes à protons (V-ATPase) et avec les échangeurs d'ions (comme 

l’échangeur Na+/H+) jouent un rôle sur le maintien d’un pH phagosomal neutre. L'activation de la

NADPH-oxydase permet la génération de molécules réactives antimicrobiennes. De nombreuses 

protéases, défensines et peptides antimicrobiens sont également déversés dans le phagosome à 

partir des granulations. D’après Nordenfelt and Tapper, Leukoc Biol 2011. 
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1.3.2. Dégranulation 

Faisant partie de la famille des granulocytes, le PN contient plusieurs types de 

granulations produites au cours des différents stades de sa maturation. Cette formation 

séquentielle des granulations tout au long de la granulopoïèse a donné naissance à 

l'hypothèse du «targeting-by-timing» illustré dans la Figure 6. Selon ce concept, le 

contenu protéique d'un type de granulation dépend du stade de maturation au cours 

duquel ces granulations ont été formées. Les granulations formées durant les derniers 

stades de la différenciation terminale sont plus sujettes à la mobilisation que celles 

formées au cours des premiers stades.  Classiquement, les granulations sont divisées 

en quatre catégories : les granulations azurophiles ou primaires, les granulations 

spécifiques ou secondaires, les granulations à gélatinasses ou tertiaires et les vésicules 

sécrétoires (Faurschou and Borregaard, 2003). Récemment, Rovig et al., ont repris 

cette classification ; une étude protéomique a permis une description qualitative et 

quantitative de la composition de chaque granulation (Rorvig et al., 2013). Les 

granulations seraient considérées comme un continuum contenant des quantités 

variables de nombreuses protéines plutôt que des sous-ensembles distincts.  

Les granulations azurophiles ou primaires (GA), sont les plus grandes (environ 

0,3 μm de diamètre). Appelées initialement «peroxydase-positive granules» en raison 

de leur contenu en MPO, elles ont été renommées azurophiles à cause de leur forte 

affinité pour le colorant basique azur A. Elles sont divisées en deux sous-populations : 

les granulations pauvres en défensines, apparaissant au début du stade 

promyélocytaire, et les granulations riches en défensines formées lors de la transition 

promyélocyte/myélocyte. Elles contiennent aussi le lysozyme, la BPI 

(Bactericidal/permeability-increasing protein), et un certain nombre de sérine protéases, 

comme  l'élastase (ELA), la protéinase 3 (PR3) et la cathepsine G (CATG).  Elles ont 

une exocytose limitée, mais grâce à leur capacité de fusion avec le phagosome et leur 

contenu riche en molécules antimicrobiennes, elles participent à la dégradation de 

nombreux micro-organismes. 

Les granulations spécifiques ou secondaires (GS), sont plus petites (0.1μm de 

diamètre). Elles apparaissent au stade myélocytaire et leur production se poursuit 

jusqu'au métamyélocyte. Les granulations synthétisées à partir du stade myélocyte ont 

comme caractéristique commune une absence de MPO. Elles contiennent une 
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concentration élevée de lactoferrine (LF),  glycoprotéine inhibant la prolifération 

bactérienne. On y trouve aussi des collagénases qui favorisent la migration des PN vers 

les tissus par digestion du collagène, ainsi que certaines protéines de la membrane 

plasmique du PN comme le flavocytochrome b558, un des composants de la Nox2. 

Les granulations à gélatinasse ou tertiaires (GC), qui apparaissent tardivement 

dans la maturation du PN, sont dépourvues de MPO et de LF mais sont très riches en 

gélatinasses, qui, comme la collagénase, mènent à la digestion de la matrice 

extracellulaire et favorisent la migration du PN en situation inflammatoire.  

Les vésicules sécrétoires (VS), sont aussi considérées comme faisant partie de 

la famille des granulations des PN. Elles sont formées par endocytose dans les derniers 

stades de maturation des PN et leur contenu se compose principalement de protéines 

plasmatiques comme l'albumine. La membrane des vésicules sécrétoires sert de 

réservoir pour un certain nombre de molécules membranaires utilisées lors de la 

migration des PN.  

Figure 6. Granulations des PN. Elles contiennent une grande variété d'agents antimicrobiens et des

molécules fonctionnelles. Elles sont divisées en trois types : primaires ou azurophiles, secondaires ou 

spécifiques, tertiaires ou à gélatinases. En outre, les structures appelées vésicules secrétoires sont

aussi un sous-groupe de granulations. Leur contenu semble être déterminé par le moment de la

granulopoïèse pendant lequel ces granulations sont constituées. Elles diffèrent aussi par leur

capacité à se mobiliser, les vésicules secrétoires sont les premières à fusionner avec la membrane

plasmique tandis que  les granulations azurophiles sont moins efficaces. D’après Amulic et al, Annu

Rev Immunol 2012. 
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En 2009, les granulations de ficollines (FG) ont été décrites, pour leur contenu 

riches en Ficolline-1 (Rorvig et al., 2009). Ces granulations ont un contenu proche de 

celui des VS (HSA, CR1 et gélatinasse). 

Au cours de l'activation des PN, les granulations sont mobilisées et vont fusionner 

avec la membrane plasmique ou avec le phagosome, libérant ainsi leur contenu dans le 

milieu environnant. Dans les deux cas, la membrane de la granulation devient une 

partie permanente de la membrane cible, modifiant ainsi sa composition moléculaire. 

Ce processus permet l’expression forte d’un grand nombre de molécules d’adhérence, 

comme la β2-intégrine, indispensables à la migration au site inflammatoire et à la 

reconnaissance de la cible du PN. L’association entre les SNARE (Soluble N-

éthylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein Receptor) et les VAMP (vesicle-

associated membrane proteins) va permettre de réguler la mobilisation des granulations 

à l’intérieur de la cellule (Mollinedo et al., 2006) ; des modifications dans ces protéines 

vont non seulement jouer un rôle dans l’exocytose des granulations mais aussi dans 

l’explosion oxydative (Uriarte et al., 2011) et l’ontogénie des PN (Stepensky et al., 

2013).  L'exocytose du contenu des granulations s'effectue de façon séquentielle, les 

granulations de ficollines seront les premières à être libérées, puis les vésicules 

sécrétoires sont les plus facilement mobilisables, suivies des granulations à 

gélatinasses, des granulations spécifiques et finalement des granulations azurophiles 

(Amulic et al., 2012; Rorvig et al., 2013). Le niveau de Ca2+ intracellulaire joue un rôle-

clé dans le processus, l'exocytose des granulations azurophiles ne s'effectuant qu'à des 

concentrations calciques retrouvées tardivement dans le processus d'activation du PN 

(Nordenfelt and Tapper, 2010).  

Le cytosquelette d’actine joue aussi un rôle primordial dans le processus 

d’exocytose des granulations. D’une part, sa polymérisation agit comme une barrière à 

l’exocytose, d’autre part, l’exocytose des granulations  primaires requiert l’utilisation 

d’agents dépolymérisants de l’actine tels que la cytochalasine B. Il semblerait donc que 

la polymérisation de l’actine soit nécessaire pour diriger les granulations vers la 

membrane plasmique mais qu’une dépolymérisation concomitante soit requise au 

niveau du pôle cellulaire d’exocytose; il existe donc des successions de polymérisation 

et dépolymérisation du cytosquelette d’actine pour permettre la dégranulation. (Jog et 

al., 2007) 
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Ainsi, la libération de molécules microbicides par dégranulation est nécessaire à la 

réponse immunitaire pour contrôler les pathogènes. Plusieurs de ces protéines 

granulaires sont appelées « alarmines » car elles participent au recrutement et à 

l’activation d’autres cellules du système immunitaire et sont impliquées dans la 

modulation de la réponse adaptative (Yang and Oppenheim, 2009; Yang et al., 2013).  

1.3.3. Explosion oxydative 

La production de FRO via l’explosion oxydative est un outil clé dans la destruction 

des microbes. Cette activité microbicide se fait essentiellement par une voie 

dépendante de la NADPH-oxydase. Celle-ci est induite précocement, dès l'activation du 

PN, par l’assemblage de différentes composantes au niveau de la membrane 

plasmique de la cellule ou des membranes du phagosome. La NADPH-oxydase 

appartient à la famille des Nox. Actuellement, sept enzymes homologues ont été 

décrites dans plusieurs types cellulaires et répertoriées en deux familles (Brandes et al., 

2013). Les protéines de la famille Nox (Nox 1, 2, 3, 4 et 5) possèdent six hélices 

transmembranaires avec quatre résidus histidines, en association avec deux hèmes et 

une région C-terminale cytosolique, contenant les sites de fixation hautement conservés 

du FAD et du NADPH. Les membres de la famille Duox (Duox 1 et 2) possèdent aussi 

une extension N-terminale, formée de deux motifs EF-hand suivis d’une hélice 

transmembranaire et d’un domaine peroxydase-homologue sur la face externe de la 

membrane plasmique, leur permettant de transformer l’anion superoxyde en H2O2. 

La Nox2 est la première enzyme de la famille des Nox à avoir été identifiée, elle 

est exprimée à la surface des PN. La Nox2 est un complexe enzymatique formé de 

plusieurs protéines : p22phox, p47phox, p67phox, p40phox et gp91phox.  Ces protéines sont 

spécifiques de Nox2, alors que Rac1/2, une GTPase nécessaire au fonctionnement de 

Nox2, est aussi utilisée par d'autres voies de signalisation (Makni-Maalej et al., 2013). 

Dans les PN au repos, p47phox,  p67phox,  p40phox et Rac1/2 sont dans le cytosol, alors 

que gp91phox et p22phox forment un dimère membranaire appelé flavocytochrome b558 

(El-Benna et al., 2008) (Figure 7). Lors de l'activation du PN, p47phox, dont l'activité est 

inhibée dans le PN au repos, est phosphorylée au niveau de plusieurs résidus sérine 

par différentes kinases telles que la PKC, la p38MAPK, ERK et Akt, ce qui permet un 

changement de conformation et l’activation de cette sous-unité (El-Benna et al., 2009). 

Une fois activée, p47phox joue le rôle de déclencheur de l'assemblage des autres 
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composants de Nox2. A l’opposé, la sous-unité p67phox est constamment phosphorylée 

dans les PN au repos via ERK1/2, et cette phosphorylation est augmentée après 

activation cellulaire (Dang et al., 2011). Ainsi, ces deux sous-unités p67phox et p40phox 

vont se lier au niveau du cytosol et le nouveau complexe formé se dirige vers le 

flavocytochrome b558 membranaire. Simultanément, Rac1/2, qui se trouve aussi au 

niveau du cytosol, se dirige également vers la membrane.  

Une fois transloqués à la membrane, p67phox interagit avec gp91phox et Rac1/2, 

formant ainsi la composante catalytique de Nox2. Il se forme un canal au niveau de la 

membrane du phagosome, permettant le transport d'électrons du cytosol vers des 

molécules d'oxygène situées à l'intérieur du phagosome. L'oxygène sera ainsi 

transformé en anions superoxydes (02
•‾), qui seront rapidement convertis en peroxyde 

d'hydrogène (H202) par la superoxyde dismutase. Les anions superoxydes, le peroxyde 

d'hydrogène ainsi que les radicaux hydroxyles (-OH) sont des agents oxydants létaux 

pour la plupart des microbes, même présents en petite quantité (Figure 8). Cette 

Figure 7. Activation de l’explosion oxydative par Nox2. L'activation de la NOX2 se produit à la 

suite de  l'assemblage des protéines cytosoliques (p40phox, p47phox et p67phox) avec celles du 

flavocytochrome b558 (composé de la sous-unité catalytique associée à la membrane : gp91phox et 

p22phox). Cette activation implique des protéines kinases, des enzymes métabolisant les lipides et des 

protéines d’échange des nucléotides qui activent la RAC GTPase. D’après El benna et al., Semin 

Immunopathol 2008. 
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nécessité d'assembler l'enzyme afin qu'elle soit active permet au PN de contrôler sa 

production de FRO, évitant ainsi une destruction cellulaire inappropriée dans des 

conditions non-inflammatoires. (Bedard and Krause, 2007).  

De son côté la MPO, retrouvée à l'intérieur du phagosome après la dégranulation, 

catalyse une réaction entre le peroxyde d'hydrogène et l'ion chlore (Cl-), produisant de 

l'acide hypochloreux (HOCI) (Morgan et al., 2009) (Figure 8). L’HOCI possède un 

potentiel bactéricide très important. De plus, la MPO inactive l’1-α protéinase, un 

inhibiteur majeur des sérines protéases, contribuant ainsi à la dégradation des 

protéines bactériennes (Winterbourn et al., 2006) 

L’importance de l’explosion oxydative, en tant que mécanisme de défense contre 

les microbes, est attestée par l’existence d’une maladie liée à une anomalie dans un 

des gènes codant pour les différents composants de la NADPH-oxydase, la 

granulomatose septique familiale (CGD) (Kannengiesser et al., 2008).  Les deux formes 

les plus fréquentes sont liées à un défaut dans gp91phox (liée à l’X, environ 70% des 

cas) ou un défaut dans p47phox (autosome récessif, environ 25% des cas). Cette 

maladie est caractérisée par une diminution profonde ou totale de la production de FRO 

et en conséquence, la présence d’infections bactériennes et fongiques récurrentes et 

sévères. (Desjardins et al., 2012). Dans le cas contraire, la production exacerbée de 

FRO est liée à des dommages tissulaires au cours des  processus inflammatoires où 

Figure 8. Métabolisme des FRO et réactivités comparées. Le code couleur indique la réactivité 

des molécules individuellement. Vert, peu réactif ; jaune, réactivité limitée ; orange, réactivité 

modérée ; rouge, forte réactivité. D’après Lambeth, Nat Rev Immunol 2004 
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les PN sont impliqués, comme c’est le cas dans l’ischémie hépatique et du TRALI dans 

les poumons (Grommes and Soehnlein, 2011; Jaeschke, 2011) . En effet, par exemple, 

la phosphorylation de certaines sérines de la sous-unité p47phox  induit l’amorçage des 

PN en favorisant la production de FRO (Makni-Maalej et al., 2012) ; de ce fait, une 

altération de ces phosphorylations peut conduire à l’hyper-activation des PN et une 

augmentation de la libération de FRO toxiques pour le milieu tissulaire environnant 

(Hurtado-Nedelec et al., 2013). 

Paradoxalement, alors que la MPO est nécessaire pour l'activité microbicide des 

PN in vitro, la plupart des patients déficitaires en MPO sont asymptomatiques. Une 

petite proportion présente des infections sévères essentiellement dues à Candida 

albicans et Aspergillus fumigatus. Ces déficits sont la plupart du temps partiels, car les 

patients sont hétérozygotes et des mécanismes compensatoires sont mis en place. 

(Ren R, 2012)  

1.3.4. NETose ou production des Neutrophil Extracellular Traps (NETs) 

La NETose est un mécanisme d’activation du PN, qui about à la libération dans 

l'espace extracellulaire, de filaments de chromatine décondensée recouverts de 

protéines issues des différents compartiments de la cellule, ces filaments sont appelés 

neutrophil extracellular traps ou NETs (Figure 9). Les NETs piègent de nombreux types 

de micro-organismes et peuvent les tuer grâce à la forte concentration locale de 

protéines antimicrobiennes (Brinkmann et al., 2004). La NETose est également 

impliquée dans la physiopathologie de nombreuses maladies inflammatoires, en dehors 

des infections. Ce sujet sera développé dans le chapitre suivant. 

Figure 9. Neutrophil Extracellular Traps. L’activation des PN induit la libération de NETs. Ces 

structures contiennent de l’ELA (A), de l’ADN (B), et des histones (H2A-H2B) (C). — 200 nm. D’après

Brinkmann et al. Sciences 2004 (Description originale des NETs). 
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1.3.5. Autophagie 

L'autophagie a été considérée parfois comme un mécanisme alternatif de mort 

cellulaire programmée, activé lorsque l'apoptose échoue (Yang and Klionsky, 

2010) mais actuellement elle est considérée comme un mécanisme majeur dans la 

régulation des métabolismes tissulaires et cellulaires (Boya et al., 2013). Elle est 

caractérisée par la formation de vésicules à double membrane appelée auto-

phagosomes, qui séquestrent les structures cytoplasmiques ciblées pour être détruites 

ou recyclées (Figure 10). L’autophagie est un mécanisme de défense contre les 

bactéries intracellulaires, en particulier dans les macrophages et aussi dans les PN (Jo 

et al., 2013; Mihalache and Simon, 2012). Dans un modèle d’infection par S. 

Typhimurium, les PN murins activent l’autophagie par un mécanisme Nox2-

dépendant (Huang et al., 2009) ; un autre travail confirme le rôle de l’explosion 

oxydative pour induire l’autophagie dans les PN et son implication dans la phagocytose 

(Mitroulis et al., 2010). De plus, le mécanisme de production des NETs par les PN peut 

nécessiter l’induction de l’autophagie (Remijsen et al., 2011). 

Figure 10. Voie de l’autophagie. La formation de l'autophagosome repose sur la nucléation d'une 

structure de membrane, le phagophore, qui suite à son élongation et la fermeture forme une vacuole 

à double membrane : l’autophagosome. La maturation se produit lorque l’autophagosome  fusionne 

avec le compartiment endolysosomal. La dégradation finale des particules se produit dans 

l’autolysosome. D’après Rubinsztein et al. Nat Rev Drug Discov 2012. 
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1.4. Médiateurs générés par les PN au cours de l’inflammation 

Les PN ont été longtemps considérés comme ayant peu d’activité 

transcriptionnelle et peu de  synthèse protéique. Ces dernières années, différents 

travaux ont permis de revoir ce dogme. Il est démontré maintenant que les PN 

synthétisent de nombreux médiateurs nécessaires à la réponse immunitaire innée, mais 

aussi à leur régulation, la réparation tissulaire et la mise en place coordonnée d’une 

réponse adaptative optimale. (Jaillon et al., 2013)   

1.4.1. Médiateurs peptidiques: les cytokines et les chimiokines  

Les cytokines sont des protéines de faible poids moléculaires (entre 8-50kDa) 

solubles, produites par de nombreux types cellulaires en réponse à des stimuli 

activateurs. Elles agissent essentiellement de manières autocrine et paracrine, bien 

qu'un certain niveau d'action endocrine ait été démontré. Les cytokines sont 

pléiotropes, c'est-à-dire qu'une seule cytokine peut agir sur différents types cellulaires. 

Elles sont aussi très redondantes, plusieurs cytokines pouvant agir de façon similaire 

sur une même cible. Finalement, les cytokines peuvent agir en synergie pour générer 

certains effets biologiques. Les chimiokines sont des protéines de 8 à 14 kDa ; elles 

représentent un sous-groupe particulier de cytokines, ayant comme rôle principal le 

recrutement leucocytaire au site inflammatoire. Les chimiokines sont divisées en 

plusieurs groupes selon l'arrangement des résidus cystéine au niveau de leur extrémité 

N-terminale. Le PN produit des chimiokines des familles C-C et C-X-C. (Lindell D. and 

N., 2010) 

De nombreuses cytokines peuvent être libérées par les PN, soit spontanément 

soit après stimulation, en particulier les cytokines pro-inflammatoires, anti-

inflammatoires, immuno-régulatrices, angiogéniques, fibrogéniques, des facteurs de 

croissance ou des ligands appartenant à la superfamille du TNF. Pour leur part, les 

chimiokines sont particulièrement représentées parmi les cytokines produites par les 

PN, agissant de manière autocrine sur les PN ou bien sur d’autres cellules du système 

immunitaire. Les PN jouent ainsi un rôle majeur dans l’orchestration du recrutement et 

de l'activation des leucocytes dans le tissu inflammatoire (Cassatella, 1999; Cassatella, 

2013). La Figure 11 résume le répertoire des cytokines que les PN peuvent libérer. 
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La production de cytokines par les PN est contrôlée par des mécanismes de 

régulation qui agissent à différents niveaux, en particulier au niveau de la transcription 

de l'ARNm, de sa stabilité, de la traduction ou de la sécrétion de la protéine. 

(Cassatella, 1999; Cassatella, 2013) 

Certaines cytokines ont, dans les PN, un mode original de libération. Elles ne sont 

que peu synthétisées en réponse à un stimulus donné, mais elles sont stockées 

préformées dans des compartiments intracellulaires comme les granulations et sont 

libérées rapidement en cas de besoin. C’est le cas, par exemple, du facteur activateur 

des LyB (BAFF ou BLYS) (Scapini et al., 2008), du ligand de TRAIL (Tecchio et al., 

2013), de CXCL8 (Tecchio et al., 2013), de CCL20/MIP-3α (Scapini et al., 2001), de 

l’HGF (Grenier et al., 2002) ou de l’oncostatine M (OSM) (Grenier et al., 1999).  

 Dans le microenvironnement inflammatoire, les protéases dérivées des PN 

peuvent réguler l'activité biologique de certaines cytokines. Par exemple, l'ELA et la 

Figure 11. Profil des cytokines pouvant être libérées par les PN activés. L'expression et/ou la 

production de ces cytokines a été validée par des techniques d'expression des gènes, 

d’immunohistochimie, par ELISA ou par dosages biologiques spécifiques des cytokines, réalisées sur 

des cellules humaines et / ou murines. * études réalisées au niveau de l'ARNm. ‡ données 

controversées dans les PN humains. D’après Mantovanni et al, Nat Rev Immunol 2011. 
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CATG peuvent cliver l'IL-33 dans sa forme mature/bioactive (Lefrancais et al., 2012). 

Dans un modèle murin de pneumonie induite par P. aeruginosa, l'ELA induit la 

production de TNFα, MIP-2/CXCL2 et IL-6 par les macrophages pulmonaires via un 

mécanisme dépendant de TLR4 (Benabid et al., 2012). 

La liste des cytokines produites par les PN s’allonge régulièrement, une des 

dernières identifiée est l’IL-27 produite au cours du sepsis (Rinchai et al., 2012). 

Les PN murins expriment constitutivement le complexe inflammasome NLRP3, qui 

sera activé en réponse au LPS ; les PN sont ainsi la principale source d’IL-1β en 

réponse aux activateurs classiques de l’inflammasome (ATP, cristaux de silice,…) 

(Mankan et al., 2012) ; cependant la sécrétion de cette cytokine est régulée par la 

production de ROS (Gabelloni et al., 2013a). 

La capacité de production de certaines cytokines par les PN reste encore un sujet 

controversé. Des différences semblent exister entre les PN murins et humains. De plus, 

le degré de purification variable des cellules peut être à l’origine de résultats 

discordants publiés dans la littérature. En particulier, l'expression de l’IL-10 est très 

discutée (Cassatella et al., 2009; Davey et al., 2011; De Santo et al., 2010). Les PN 

humains ne seraient pas capables de produire cette cytokine en réponse à la plupart 

des stimuli classiques (Reglier et al., 1998). Mais, plus récemment, il a été décrit que 

dans les PN le locus génomique de l’IL-10 était dans un état inactif, n’induisant pas la 

transcription de son ARNm (Tamassia et al., 2013). En ce qui concerne les PN murins, 

plusieurs études ont démontré qu’ils produisaient de l'IL-10, par exemple lors d'une 

infection disséminée à Candida (Greenblatt et al., 2010), à S. aureus résistant à la 

méthicilline (Tsuda et al., 2004), dans une modèle de pneumonie (Zhang et al., 2009) 

ou durant une infection par Trypanosoma cruzi (Tosello Boari et al., 2012). 

La production d’INFγ et d’IL-17 par les PN est aussi un sujet de discussion 

(Cassatella, 2013). Certains travaux proposent que les PN humains et murins infiltrant 

les lésions cutanées psoriasiques et la synovie au cours de la  polyarthrite rhumatoïde, 

expriment de l’IL-17A (Lin et al., 2011; Moran et al., 2011). 

Au total, plusieurs éléments originaux sont à noter dans l’analyse de cette propriété. Le 

premier concerne la nécessité d’une méthode d’isolement des PN optimale afin 

d’explorer les capacités des PN non contaminés par d’autres cellules (par ex. les 

monocytes). Il faut noter aussi que la biologie entre les PN humains et murins est 
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différente. Enfin, le large spectre de cytokines produites par les PN permet d’impliquer 

ces cellules dans la modulation de la réponse immunitaire ; grâce aux cytokines, les PN 

communiquent avec les cellules et tissus environnants. Par exemple, Tecchio et al., ont 

décrit le rôle prépondérant des cytokines du PN dans le développement tumoral, leurs 

capacités pro- et anti-tumorales, ainsi la possibilité de développer des cibles 

thérapeutiques potentielles. (Tecchio et al., 2013)  

1.4.2. Médiateurs lipidiques : les prostaglandines et les leucotriènes 

Les prostaglandines (PG) sont des métabolites de la cyclooxygénase (COX) 

synthétisés à partir de l'acide arachidonique (AA), un acide gras insaturé de 20 

carbones lié aux phospholipides membranaires (Serhan C. and J., 2010). Ils peuvent 

présenter des effets pro- et anti-inflammatoires, leur conférant ainsi un rôle dans la 

modulation du processus inflammatoire. Les PN synthétisent essentiellement de la 

PGE2 (prostaglandine E2) et du TXA2 (tromboxane A2) ; ce dernier est aussi produit 

par les plaquettes, les éosinophiles, les basophiles, les macrophages et les cellules 

endothéliales, favorisant ainsi l'agrégation plaquettaire en plus de l’effet 

vasoconstricteur. (Ranganathan et al., 2013; Yang and Unanue, 2013) 

Exprimée dans les PN, la COX, aussi appelée PGH synthétase, existe sous deux 

isoformes, COX-1 et COX-2. Alors que la COX-1 est présente de manière constitutive 

et joue essentiellement un rôle dans l'homéostasie cellulaire, la COX-2 est peu 

exprimée dans les cellules au repos, mais son expression est induite par de nombreux 

stimuli comme les facteurs de croissance, certaines hormones, des oncogènes et 

plusieurs cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-1β et le TNFα. La COX-2 serait 

impliquée dans la pathogenèse de plusieurs maladies inflammatoires et certains 

cancers. (Bachawaty et al., 2010; Wang and Dubois, 2010) 

Les leucotriènes (LT) sont des médiateurs lipidiques dérivés de l'AA et synthétisés 

à partir de la voie de la 5-lipoxygénase (5-LO). La famille des LT est divisée en deux 

groupes, les cysteinyl LT (LTC4, LTD4 et LTE4) et le LTB4. Alors que les cysteinyl LT 

sont impliqués dans la réaction anaphylactique, dans l’œdème et l'asthme, le LTB4 est, 

de son côté, un puissant chimioattractant des PN (Batra et al., 2012; Lammermann et 

al., 2013; Oyoshi et al., 2012). Le PN est aussi un important producteur de LTB4, 

confirmant cette propriété originale des PN, à la fois cibles et producteurs de nombreux 

médiateurs de l’inflammation (Afonso et al., 2012). 
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En plus de son rôle dans le recrutement et l'activation du PN, le LTB4 favorise les 

interactions entre les PN et les cellules endothéliales, diminue l'apoptose, diminue le 

seuil de la douleur, est impliqué dans ·la bronchoconstriction et favorise l'augmentation 

de la perméabilité vasculaire. Les PN possèdent aussi deux récepteurs de surface liant 

le LTB4 : BLT1 et BLT2 qui permettent la signalisation intracellulaire par le biais de la 

protéine Gαi/0. (Nam et al., 2012; Tager and Luster, 2003) 

Les PN sont aussi de grands producteurs du facteur d'activation plaquettaire 

(PAF). Le PAF est un puissant médiateur phospholipidique, il est capable non 

seulement d'activer les plaquettes mais il induit également la constriction des voies 

respiratoires supérieurs, l’hypotension et la perméabilisation vasculaire. L’activation des 

PN avec des complexes immunes provoque la production de PAF, qui est ainsi un 

acteur important au cours du choc anaphylactique médié par les PN chez l’homme 

(Jonsson et al., 2011) et chez la souris (Tanaka et al., 2012). 

1.5. Rôles des PN dans la résolution de l’inflammation 

La résolution de l'inflammation est un processus actif qui limite l'infiltration 

leucocytaire et élimine les cellules apoptotiques des sites inflammatoires. Ce processus 

est essentiel pour le maintien de l'homéostasie tissulaire et son altération est associée 

à de nombreux états pathologiques. Les PN ont longtemps été considérés, à tort, 

comme des cellules effectrices de la réponse inflammatoire sans rôle actif au cours de 

la résolution.  

La résolution de l'inflammation est un processus complexe qui sera divisé ci-

dessous  en trois phases : la phase de pro-résolution, la phase anti-inflammatoire et la 

phase de reconstitution tissulaire.  

1.5.1. Phase de pro-résolution : l’apoptose 

Au cours de l'apoptose, les PN présentent les caractéristiques morphologiques 

typiques associées à ce type de mort cellulaire, telles qu’un aspect arrondi de la cellule, 

la réduction du volume cellulaire et la fragmentation nucléaire. Les PN peuvent 

s’engager vers la voie de mort intrinsèque ou extrinsèque, aboutissant à l'activation des 

caspases. La perte de leur potentiel transmembranaire mitochondrial, pendant 

l’apoptose, va non seulement promouvoir l’activation des caspases mais aussi libérer 

des protéines pro-apoptotiques. Ainsi, l’apoptose des PN serait gouvernée par les 
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intensités d’expression cellulaire de molécules pro- et anti-apoptotiques ; les PN 

expriment de façon constitutive les protéines pro-apoptotiques Bax, Bid, Bim, Bak et 

Bad, et de façon inductible, les molécules anti-apoptotiques A1 et Mcl-1, l’expression 

de Bcl-XL étant encore discutée (Gabelloni et al., 2013b). De plus, la 

phosphatidylsérine, caractéristique des cellules apoptotiques, apparaît sur le feuillet 

externe de la membrane plasmique, par perte de l’asymétrie membranaire normale. 

L’externalisation de cette molécule facilite la reconnaissance des PN apoptotiques par 

les macrophages. La reconnaissance et l'ingestion des PN apoptotiques par les 

macrophages induisent un phénotype M2-like de ces macrophages (IL-10high IL-12low) 

qui régule négativement l'inflammation et stimule la réparation des tissus. (Ariel and 

Serhan, 2012) 

Dans divers modèles inflammatoires, l’apoptose des PN constitue un point de 

contrôle critique dans la résolution de l'inflammation, contrôlant l’étendue des 

dommages tissulaires ainsi que la durée et l’intensité des réponses inflammatoires. La 

biosynthèse de médiateurs pro-résolution est augmentée dans les PN au cours de 

l'apoptose et dans les macrophages après la phagocytose de cellules apoptotiques. En 

effet, les médiateurs lipidiques anti-inflammatoires et pro-résolution dérivés des acides 

gras essentiels, tels que la lipoxine A4 (LXA4) et la resolvin E1 (RvE1), les autacoïdes 

et les protéines, comme l'Anexine A1 (AnxA1) et le TRAIL, et les inhibiteurs de CDK 

(kinases cycline-dépendantes), améliorent la phagocytose et l'élimination des cellules 

apoptotiques, mettant ainsi en place une boucle d’amplification. (El-Kebir and Filep, 

2013) (Figure 12) 

La commutation des PN vers un phénotype anti-inflammatoire se manifeste par un 

changement du profil de médiateurs lipidiques. Les cellules du tissu inflammatoire, en 

particulier les PN, produisent des médiateurs lipidiques pro-résolution comme la LXA4 

(Serhan et al., 2008). La LXA4 va atténuer l'activation cellulaire médiée par la MPO et 

faciliter la dégradation de Mcl-1, ce qui conduit à réduire le potentiel transmembranaire 

mitochondrial et la mort induite par la caspase-3 (El Kebir et al., 2009; Jozsef et al., 

2002). Elle va aussi initier le recrutement de monocytes et favoriser la phagocytose des 

PN apoptotiques par les macrophages (Serhan et al., 2008). La RvE1 raccourcit la 

durée de vie des PN en présence d'agents pathogènes opsonisés par l’augmentation 

de la production de FRO via la NADPH-oxydase  et l'activation de la caspase-8 et de la 

caspase-3 (El Kebir et al., 2012). Sa liaison au BLT1 (récepteur du LTB4) facilite 
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l'apoptose par diminution de la survie médiée par la  MPO, aboutissant à une réduction 

des niveaux de Mcl-1 (El Kebir et al., 2012). Elle stimule aussi la phagocytose des PN 

apoptotiques par les macrophages en se liant au ChemR23 (Serhan et al., 2008). De 

plus, les médiateurs pro-résolution LXA4, RvE1 et PD1 augmentent l'expression de 

CCR5 sur les PN apoptotiques qui vont ainsi aider à l’élimination de CCL3 et CCL5 des 

sites inflammatoires (Ariel et al., 2006).  

Par ailleurs, la protéine AnxA1 est un médiateur anti-inflammatoire induit par les 

glucocorticoïdes ; dans les PN, elle est rapidement mobilisée du cytoplasme vers la 

surface de la cellule après adhésion à l'endothélium (Perretti and D'Acquisto, 2009). 

L’AnxA1 induit l'apoptose des PN par activation de la caspase-3 et inhibition de Mcl-1, 

ERK 1/2 et des signaux de survie médiés par NFκB (Vago et al., 2012).  L’AnxA1 

pourrait favoriser l’efferocytose des PN par les macrophages in vitro, dans la moelle 

osseuse et dans les poumons inflammatoires (Dalli et al., 2012; Vago et al., 2012). 

Cette protéine serait donc cruciale pour la résolution de l’inflammation spontanée ou 

induite par les glucocorticoïdes. 

L’induction de l’apoptose pour réguler le nombre de PN pendant un processus 

inflammatoire implique aussi la protéine TRAIL (McGrath et al., 2011); les PN expriment 

à leur surface les récepteurs TRAIL-R1 et –R2 et peuvent aussi produire la protéine 

TRAIL (Cassatella et al., 2006; McGrath et al., 2011). 

Enfin, l’utilisation d’inhibiteurs des CDK et de PCNA (proliferating cell nuclear 

antigen) peuvent accélérer l'apoptose des PN, point de contrôle important de la réponse 

inflammatoire (Chiara et al., 2012). Les CDK 7 et 9 sont impliqués dans la 

phosphorylation du RNApol II dans les PN conduisant à la transcription des gènes et à 

la survie de la cellule  (Leitch et al., 2012). Pour sa part, PCNA est un facteur nucléaire 

impliqué dans la réplication de l'ADN et la réparation des cellules en prolifération ; il a 

été récemment décrit comme régulateur de la survie des PN (Witko-Sarsat et al., 2010) 

Dans la plupart des modèles, l'augmentation de l'apoptose des PN a été associée 

à la réduction de leur accumulation dans les tissus et le renforcement de l’efferocytose, 

en parallèle avec une résolution accélérée de l'inflammation. Bien que tous les 

médiateurs présentés ici partagent de nombreuses actions bénéfiques, ils activent des 

circuits moléculaires distincts qui modifient l'équilibre des signaux pro-survie et pro-

apoptose. 
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1.5.2. Phase anti-inflammatoire 

Dans cette phase sont principalement impliqués de médiateurs qui modulent et/ 

ou inhibent le recrutement des PN au site inflammatoire (Figure 13) mais aussi des 

molécules régulatrices de l’activation cellulaire et de l’amplification de la réponse 

inflammatoire.  

Dans cette phase se retrouvent à nouveau les médiateurs lipidiques LXA4 et 

RvE1 ; ils sont impliqués dans la réduction/inhibition du trafic cellulaire (El-Kebir and 

Filep, 2013). LXA4 diminue la migration des PN vers les tissus inflammatoires par la 

régulation négative de Mac-1 et la stimulation directe du SOCS-2 (Serhan et al., 2008). 

La liaison de RvE1 à ses récepteurs inhibe la production de cytokines et la migration 

des PN au site d’inflammation (Serhan et al., 2008).  

D’autres molécules endogènes capables de moduler le recrutement des PN ont 

été décrites. La nétrine-1 (une molécule de guidage neuronal) est exprimée par 

l'endothélium et atténue l'infiltration des PN au cours de la colite et certaines 

inflammations stériles (Aherne et al., 2012; Rosenberger et al., 2009). La 

prostaglandine-D2 (PGD2), via son récepteur CRTH2, peut mettre fin au recrutement 

des PN au cours du sepsis (Ishii et al., 2012). La pentraxine 3 (PTX3), une protéine de 

Figure 12. Implication des PN dans la phase pro-résolutive de l’inflammation. Equilibre entre les 

signaux de survie et de mort.  D’après El Kebir et al. Cells 2013 
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la phase aiguë (PRR mais aussi récepteur opsonisant et activateur du complément), 

peut se lier à la P-sélectine et ainsi atténuer le recrutement des PN (Deban et al., 

2010). D’autres inhibiteurs endogènes ont été récemment décrits, ayant en commun la 

capacité d’interagir avec la β2-intégrine : le facteur de croissance et de différenciation 

15 (GDF15) (Kempf et al., 2011), la protéine régulatrice du développement endothélial 

(DEL1 ou EDIL3) (Choi et al., 2008) et PILRα (paired immunoglobulin-like type 2 

receptor-α) (Wang et al., 2013). 

La sous-unité p40phox de Nox2, jouerait aussi un rôle crucial dans la phase de 

résolution de l'inflammation intestinale (Conway et al., 2012) ; en effet, Nox2 diminue 

l’expression de CCR1 et augmente celle d’enzymes impliquées dans les modifications 

des glycanes (comme les fucosyl-transférases, sialyl-transférases) impliqués par 

exemple dans la synthèse du ligand de la L-sélectine essentielle à la première étape de 

migration cellulaire (roulement). De la même façon la libération des FRO via Nox2 

pourrait contribuer à la résolution de l'inflammation, ils peuvent augmenter la libération 

de TGF-β1 à partir de fibroblastes cultivés et activer la forme latente de cette cytokine 

par clivage du peptide associé à la latence (LAP) (Sareila et al., 2011). 

Figure 13. Rôle des PN dans la phase anti-inflammatoire. Cette phase est principalement 

caractérisée par l’inhibition du recrutement et l’activation des PN. 
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L’OSM aurait aussi un rôle important. Libérée rapidement au cours de la phase 

aigüe de l’inflammation, elle peut  participer à l’inhibition de l'expression et de la 

libération de l'IL-1 et de l'IL-8 par les fibroblastes, diminuant ainsi le recrutement des PN 

aux sites de l'inflammation (Dumas et al., 2012). L’OSM est aussi un puissant inducteur 

d’anti-protéases permettant de contrôler les effets délétères des protéases du PN et de 

diminuer la formation des FRO (Grenier et al., 2001; Grenier et al., 1999). 

Les PN ont la capacité de piéger et d’inactiver certains chimiokines ou cytokines et 

ainsi contrôler leur migration et leur activation. Récemment, Basran et al., ont montré la 

participation des PN dans la régulation de l’inflammation par la séquestration de l’IL-8 

(Basran et al., 2013). Ce mécanisme est partiellement dépendant du récepteur et 

modifié par le contexte inflammatoire ; il est actif dans des modèles d'infection virale 

mais peu visible dans des modèles d'infection bactérienne. D’autre part, les PN 

empêchent l’interaction de l’IL-1 avec son récepteur (IL-1R1) par l’expression du decoy-

réceptor IL-1R2 (Bourke et al., 2003).  

Un mécanisme similaire est induit par la présence de l’IL-10. Elle augmente 

l'expression et la production de molécules anti-inflammatoires par les PN, comme 

l’antagoniste du récepteur de l’IL-1, une molécule soluble qui va se lier à l’IL-1R sans 

induire de signal intracellulaire. (Cassatella et al., 1994). Si la production de l’IL-10 par 

les PN humains est très peu probable (cf. section 1.4.1. Médiateurs peptidiques: les 

cytokines et les chimiokines), son implication dans la régulation des PN est majeur 

(Bazzoni et al., 2010). En effet, l’IL-10 est une cytokine anti-inflammatoire puissante qui 

régule l'activation et la fonction des cellules immunitaires innées ; elle provient 

principalement des monocytes/macrophages présents au site inflammatoire. L’IL-10 a la 

capacité de bloquer sélectivement l'expression des gènes pro-inflammatoires codant 

pour des cytokines et des chimiokines. L’action de l’IL-10 n’est pas immédiate car les 

PN expriment très peu de récepteur à l’état basal ; son expression est induit lors de 

l’activation de la cellule  (Bazzoni et al., 2010).  

L’IL-27 exprimée par les PN humains au cours du sepsis, exerce aussi des effets 

régulateurs sur la cellule. Elle diminue la production de FRO et réduit l'activité 

bactéricide des PN. (Rinchai et al., 2012) 

La libération de médiateurs granulaires peut aussi participer à la modulation des 

cellules environnantes. Les PN sont en effet capables de réguler négativement la 
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production de cytokines pro-inflammatoires par les monocytes humains activées par C. 

albicans et le LPS, sans affecter l’IL-10 (Gresnigt et al., 2012). Cet effet serait dû à des 

protéases granulaires, telle que l’ELA, ayant la capacité de dégrader ces cytokines. En 

utilisant deux modèles murins d’inflammation – modèle d'arthrite induite par le zymosan 

et modèle d’endotoxinemie- ces auteurs ont observé que l'absence de PN est associée 

à l’aggravation de la maladie et l’augmentation des concentrations de cytokines ; ceci 

suggéré que les PN jouerait un rôle dans la réponse pro-inflammatoire in vitro et in vivo. 

D’autre part, les PN activés peuvent aussi libérer rapidement des ectosomes, 

microparticules produites par bourgeonnement de la membrane plasmique (Gasser and 

Schifferli, 2004). Ces microparticules exposent la phosphatidylsérine sur le feuillet 

externe de leur membrane et portent un ensemble de protéines issues des PN telles 

que les molécules majeur d’histocompatibilité I (CMH-I), L-sélectine, β-2 intégrine, 

l’ELA, la MPO et la PR3. Les ectosomes ont plutôt un effet inhibiteur lors de leurs 

interactions avec les cellules immunitaires. Ainsi, ils agissent sur les macrophages et 

les DC activés en diminuant leur sécrétion de cytokines inflammatoires, et sur les 

monocytes en induisant la production de TGFβ.(Eken et al., 2008; Eken et al., 2010; 

Gasser and Schifferli, 2004) 

Au cours de leur activation, les PN peuvent exprimer à leur surface le récepteur 

ILT4, un récepteur inhibiteur stocké dans les granulations (Dr Jeremy Baudhin, 

communication personnelle). Ses principaux ligands sont les  molécules du CMH-I 

ayant une affinité forte pour l’HLA-G, une molécule du CMH-I non classique. Son 

induction inhiberait la production de FRO et la phagocytose, via l’inhibition de 

l’activation des FcγR. 

1.5.3. Phase de reconstitution tissulaire 

Les PN peuvent également contribuer à la reconstitution des tissus, via en 

particulier l'angiogenèse. Ils produisent et stockent dans leurs granulations des 

molécules pro-angiogéniques telles que le facteur de croissance endothélial vasculaire 

A (VEGF-A) (Gaudry et al., 1997) et la métalloprotéinase-9 (MMP-9) (Ardi et al., 2007). 

Le VEGF est un acteur-clé dans la formation des vaisseaux sanguins mais il est aussi 

impliqué dans l’augmentation de la perméabilité vasculaire et le recrutement des PN et 

d’autres cellules (Ancelin et al., 2004). La fonction pro-angiogénique de la MMP-9 est 

attribuée à sa capacité à libérer du VEGF et d'autres facteurs de croissance liés à la 
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matrice extracellulaire, mais aussi à sa capacité à digérer la matrice extracellulaire pour 

ouvrir la voie à de nouveaux vaisseaux. Les PN sont les seules cellules capables de 

libérer la MMP-9 de son inhibiteur endogène, TIMP, et donc capables de délivrer la 

MMP-9 active vers les sites angiogéniques (Ardi et al., 2007).  

La capacité pro-angiogénique des PN a été démontrée dans un modèle de lésion 

de la cornée, où le nombre de cellules infiltrées est corrélé avec l’intensité de 

l'angiogenèse et la concentration du VEGF (Gong and Koh, 2010). Par ailleurs, une 

autre étude a montré que les îlots pancréatiques isolés transplantés dans les muscles 

ne se revascularisent pas chez des souris neutropéniques, tandis que la vascularisation 

intra-îlot était restaurée après la transplantation chez des souris WT ; les PN recrutés 

sont donc importants dans le déclenchement de l'angiogenèse (Christoffersson et al., 

2010). Dans un travail plus récent, la même équipe propose que les PN recrutés dans 

les îlots pourraient appartenir à un nouveau sous-type les PN CD11b+/Gr-1+/CXCR4hi 

(Christoffersson et al., 2012), attirés par le VEGF et capables de produire la MMP-9 

permettant la revascularisation du greffon. 

Les PN participent à la réparation du tissu pulmonaire agressé via l’activation de la 

signalisation médiée par la β-catenine dans les cellules épithéliales pulmonaires 

(Zemans et al., 2011).  

Enfin, l’HGF est connu pour sa capacité de régénération tissulaire. Par exemple, 

au cours de l’hépatite aigue, il existe une corrélation entre la libération de l’HGF et 

l’infiltration hépatique par des PN, ce qui suggère l’implication de ces cellules dans la 

production de cette cytokine et la reconstitution hépatique au cours de cette pathologie 

sévère (Grenier et al., 2002; Taieb et al., 2002).   

 

La résolution de l’inflammation, ne repose pas seulement sur le catabolisme 

des médiateurs de l'inflammation et l'abrogation des processus inflammatoires ; elle 

implique aussi un programme actif et coordonné visant la restauration de l'homéostasie 

tissulaire et sa réparation. Ce rôle était réservé aux macrophages, mais maintenant de 

nombreuses études ont montré que les PN participaient activement à cette étape. Ils 

sont capables de moduler les mécanismes pro- et anti-apoptotiques, l’équilibre entre les  

signaux de survie et de mort cellulaire, et vont induire des molécules pour renforcer 

l’efferocytose. Comme les macrophages, les PN produisent des médiateurs qui vont 

moduler la migration des PN eux-mêmes au site inflammatoire. Enfin, les PN vont jouer 
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un rôle important dans la réparation tissulaire. Dans sa dernière revue générale, Mauro 

Peretti, décrit cette coopération cellulaire entre les PN et les macrophages (Ortega-

Gomez et al., 2013). Le développement des agents thérapeutiques ayant comme cible 

les différents mécanismes pro-résolutifs, est un nouvel objectif pour limiter les lésions 

tissulaires et améliorer la résolution au cours des pathologies inflammatoires. 

1.6. Sous-populations fonctionnelles de PN 

Plusieurs études récentes indiquent qu'il pourrait exister plusieurs sous-

populations de PN, comme cela a été décrit pour les monocytes.  

Au cours de certains cancers, une population de PN associée aux tumeurs a été 

décrite, les TAN (tumor associated neutrophil). Selon la présence ou non de TGFβ local 

ces PN peuvent acquérir un phénotype pro-tumoral (N2) ou anti-tumoral (N1) 

(Fridlender et al., 2009). Plus récemment, il a été suggéré l’existence d’une sous-

population de PN avec des propriétés pro-angiogéniques, recrutés dans les tissus 

greffés par le VEGF-A ; ces PN CXCR4high ont la capacité de libérer la MMP-9 pour 

revasculariser le greffon (Christoffersson et al., 2012). Un sous-type distinct de PN pro-

inflammatoires, appelés LDG pour « low density granulocytes », a été isolé à partir du 

sang de patients atteints de lupus (Carmona-Rivera and Kaplan, 2013) ; ces cellules 

peuvent contribuer à la pathogenèse de la maladie et au développement de lésions 

tissulaires ; ils ont été aussi décrits dans d’autres maladies inflammatoires (Carmona-

Rivera and Kaplan, 2013) et dans les infections par le VIH (Cloke et al., 2012). 

Cependant, il sera important de déterminer, dans de futurs travaux, s’il pourrait s’agir de 

PN à différents stades de leur cycle de vie, ou de leur état de maturation.  

Il a déjà été noté que, dans les tissus, les PN établissent des communications 

directes avec des éléments du stroma et d’autres cellules immunitaires comme les 

macrophages, les DC et les lymphocytes. Dans ce contexte, une population de PN 

autour de la zone marginale (MZ) des follicules lymphoïdes de la rate a été récemment 

identifiée et appelée "neutrophiles auxiliaires des cellules B" (NBH). Ils activent les 

cellules B de la MZ et vont promouvoir la commutation de classe des 

immunoglobulines, l’hypermutation somatique et la production d'anticorps (Puga et al., 

2012). De la même façon, les PN peuvent migrer vers le ganglion lymphatique d'une 

manière CCR7-dépendante et agissent comme des CPA envers les LyT induisant un 

profil Th1 ou Th17 (Abi Abdallah et al., 2011; Beauvillain et al., 2011). De plus, ils 
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captent et présentent certains antigènes (Ag) exogènes via le complexe CMH-I in vivo, 

induisant la différenciation des LyT CD8+ naïfs en Ly cytotoxiques (Beauvillain et al., 

2007). La capacité des PN à présenter les Ag est largement débattue dans la littérature 

car ils expriment peu ou pas des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité II 

(CMH-II). Geng et al., ont récemment développé in vitro une population hybride - 

appelée PN-DC hybride- ayant les doubles capacités fonctionnelles. In vivo ces 

hybrides ont été détectés dans divers organes au cours des modèles inflammatoires 

murins (Geng et al., 2013). 

 

Au final, ce chapitre résume les principales capacités fonctionnelles des PN leur 

permettant d’être au centre des réactions immunitaires. La figure 14 résume les 

différentes interactions décrites entre les PN et d’autres cellules du système 

immunitaire. Ces nombreuses interactions mettent en évidence que le PN est une 

cellule très polyvalente et sophistiquée, permettant de relier l’immunité innée et 

l’immunité adaptative (Mantovani et al., 2011). Les interactions entre les PN et les DC 

seront spécifiquement décrites dans le chapitre 4. 

Figure 14. Interactions entre les PN et  les cellules des tissus inflammatoires et des ganglions 

lymphatiques. Au cours de la réponse inflammatoire, les PN vont communiquer avec les cellules 

environnantes par interaction cellulaire directe ou bien par libération de médiateurs solubles. D’après 

Mantovani et al. Nat Rev Immunol 2011 
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Les PN sont les cellules-clé du système immunitaire inné, en raison de leur rôle 

particulier dans la défense anti-infectieuse. Ils accomplissent cette fonction grâce à des 

mécanismes intracellulaires et/ou extracellulaires, comme décris dans le chapitre  

précédent. Dans les deux cas, les microorganismes sont tués grâce à l’action combinée 

de différentes molécules antimicrobiennes stockées dans les granulations 

cytoplasmiques ou générées de novo.       

En 2004 l’équipe de  Zychlinsky, à Berlin, a décrit un mécanisme extracellulaire 

original : la libération de Neutrophil Extracellular Traps (NETs). Les NETs, sont des 

structures composées de fibres de chromatine décondensée associant diverses 

protéines issues de différents compartiments cellulaires, libérées hors du PN après 

activation (Brinkmann et al., 2004). Depuis, de nombreux travaux ont été réalisés afin 

de comprendre les mécanismes cellulaires à l’origine de la production des NETs, ainsi 

que leur rôle physiologique dans la défense anti-infectieuse. De manière intéressante, 

leur implication dans la physiopathogie de maladies aussi variées que les maladies 

auto-immunes, le cancer, les maladies thrombotiques ou le sepsis sévère a été prouvée 

et ouvre un champ important à de nombreuses investigations (Branzk and 

Papayannopoulos, 2013; Brinkmann and Zychlinsky, 2012; Cooper et al., 2013; 

Goldmann and Medina, 2012; Kaplan and Radic, 2012; Lu et al., 2012; Saffarzadeh and 

Preissner, 2013; Simon et al., 2013) 

2.1. Historique de la NETose  

En 1996, Takei et al. décrivent une mort cellulaire atypique de PN traités avec du 

phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), qui présentent une morphologie différente de 

celle caractéristique de l’apoptose ou de la nécrose. Ils notent que cette mort cellulaire 

est associée à des changements morphologiques du noyau, nécessite des FRO après  

activation de la PKC et se termine par la rupture de la membrane cellulaire qui permet 

la libération dans le milieu extracellulaire du contenu cytoplasmique (Takei et al., 

1996) ; cette observation reste non reproduite ni approfondie jusqu’en 2004 où 

Brinkmann et al définissent les NETs  et les stimuli responsables de leur production 

comme le PMA, le LPS ou l’IL-8 (Figure 15). Cette production de NETs est définie 

comme l'étape ultime d’un processus d’activation des PN pouvant ou pas aboutir à la 

mort cellulaire ; ce processus est nommé NETose en 2007 (Fuchs et al., 2007).  
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À la différence de l’apoptose, la NETose n’est pas dépendante de l’activation des 

caspases, et n’implique ni la fragmentation de l’ADN ni l’exposition de la 

phosphatidylsérine à la surface cellulaire. Durant la NETose, la chromatine se déplie, 

les membranes se désintègrent, permettant ainsi le mélange de la chromatine avec des 

protéines des granulations, du cytoplasme et issues d’autres compartiments cellulaires. 

L'intégrité de la membrane de la cellule est alors perdue et la chromatine, recouverte 

d’une grande diversité de protéines du PN est libérée dans le milieu extracellulaire  

amorçant la formation des NETs (Fuchs et al., 2007).  

 2.2. Structure et composition des NETs 

L’ADN enroulé autour des histones constitue la chromatine et représente  

l’ossature des NETs, cette structure  pouvant être dégradée par la DNase et non par 

des protéases (Brinkmann et al., 2004). La chromatine se présente sous la forme de 

Figure 15. Morphologie des PN libérant des NETs. (A) les PN au repos sont ronds et dépourvus 

de fibres. (B) Après stimulation par 25nM de PMA pendant 30 min, les PN s'aplatissent, présentent 

de nombreuses protubérances membranaires et libèrent des NETs, indiqués par des flèches en (B) et 

(D). L’observation des PN par microscopie électronique à transmission montre également la structure 

des PN au repos (C), et l’apparition des NETs après stimulation  avec 10 ng/mL d'IL-8 pendant 45 

min (D). Barres d’échelle = 10 μm. D’après Brinkmann et al. Science 2004  
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filaments d’environ 15 à 17 nm de diamètre, correspondant probablement à des 

nucléosomes modifiés. Ces filaments peuvent s’enrouler pour former des câbles qui 

atteignent jusqu'à 100 nm de diamètre. La microscopie électronique à balayage (MEB 

ou SEM), permet de visualiser des structures globulaires d'environ 50 nm de diamètre 

pouvant servir de réceptacle aux protéines (Brinkmann and Zychlinsky, 2007). (Figure 

16) 

En effet, la chromatine des NETs est recouverte de protéines issues des 

différents compartiments du PN (Figure 17). A ce jour, au moins 30 protéines 

différentes associées aux NETs ont été identifiées (Tableau 3). Les histones H2A, H2B, 

H3 et H4 sont les protéines les plus abondantes et représentent 70% des protéines 

totales (Urban et al., 2009). Au cours de la NETose, ces histones subissent des 

modifications post-transcriptionnelles, telles que protéolyse et citrullination, qui se 

traduisent par une diminution du poids de 2 à 5 kDa (Fuchs et al., 2007; Metzler et al., 

2011; Urban et al., 2009). En dehors des histones, les NETs expriment des protéines 

nucléaires, granulaires, cytoplasmiques et membranaires (Marin-Esteban et al., 2012; 

Munafo et al., 2009; Urban et al., 2009). La plupart des protéines granulaires associées 

A 

B 

Figure 16. Analyse des NETs par MEB à haute résolution. (A) Les NETs se composent de fibres 

lisses (encadré blanc) et de domaines globulaires de 25 à 50 nm de diamètre indiqués par des 

flèches (barre d’échelle = 100 nm). (B) L’analyse d'une seule fibre de NETs par MEB montre que son 

diamètre est de l’ordre de 5 à 10 nm, similaire à celui des nucléosomes. D’après Urban et al. PLoS 

Pathog 2009  
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aux NETs proviennent de granulations azurophiles. L’ELA est la protéine la plus 

abondante correspondant à environ 5% des protéines totales des NETs ; sont 

également présentes la CATG, la PR3, les défensines, la MPO, l’azurocidine et le 

lysozyme. La calprotectine, ou S100 calcium-binding protein, est la protéine 

cytoplasmique la plus abondante des NETs, correspondant à environ 5% des protéines 

totales. Les protéines du cytosquelette et des organelles sont  également présentes sur 

les NETs mais en très faible quantité. Enfin, des protéines membranaires comme des 

composants de Nox2 et la β2 intégrine CD11b/CD18 peuvent aussi s’associer aux 

NETs. La plupart de ces composants sont des protéines cationiques fortement 

chargées qui peuvent interagir étroitement avec l'ADN. 

 La composition en protéines des NETs peut varier selon l‘état d’activation ou 

d’amorçage des PN. Par exemple, en présence d’IFN  ou de sérum de patients riche 

en IFNα, les NETs produits en réponse au PMA expriment une quantité importante de 

LL37 et d’HMGB1 (Garcia-Romo et al., 2011; Lande et al., 2011). 

2.3. Mécanisme de la NETose 

Les mécanismes à l’origine de la libération des NETs ne sont pas encore 

totalement élucidés. Ils sont étudiés en général dans des modèles in vitro utilisant des 

PN isolés de sang frais humain, ou bien des lignées cellulaires proches des PN 

humains (HL-60, PLB-985).   

A B C 

Figure 17. Immuno-marquage des protéines présentes sur les NETs. L’activation des PN avec 

du PMA induit la libération des NETs. Ce sont des filets d’ADN (bleu) recouverts de protéines (vert) 

granulaires comme l’ELA (A) et la lactoferrine (B) ou nucléaires comme l’histone 3 (C). Adaptée 

d’après Barrientos et al. Front Immunol 2013 
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Tableau 3. Protéines des NETs identifiées à ce jour 

Compartiment Protéines Référence 

Noyau 

Histones: H2A, H2B, H3 et H4 (Urban et al., 2009) 

Myeloid cell nuclear differentiation antigen 
(MNDA) (Urban et al., 2009) 

High-mobility group protein B1 (HMGB1) (Garcia-Romo et al., 2011) 

Granulations 

Elastase (Urban et al., 2009) 

Lactoferrine (Urban et al., 2009) 

Azurocidine (Urban et al., 2009) 

Cathepsine G (Urban et al., 2009) 

Myéloperoxydase (Urban et al., 2009) 

Protéinase 3 (Urban et al., 2009) 

Lysozyme C (Urban et al., 2009) 

Défensines 1 et 3 (Urban et al., 2009) 

Gélatinasse (Brinkmann et al., 2004) 

Cathelcidine (LL-37) (Garcia-Romo et al., 2011) 

Bactericidal/permeability-increasing 
protein (BPI) (Brinkmann et al., 2004) 

Pentraxine 3 
(Jaillon et al., 2007) 

 

SLPI (Secretory leukocyte protease 
inhibitor) 

(Skrzeczynska-Moncznik et al., 
2013) 

NSP4 (neutrophil serine protease 4) (O'Donoghue et al., 2013) 

Cytoplasme S 100 calcium-binding protein A8, A9 et 
A12 (Urban et al., 2009) 

Membrane 
β2-intégrine (CD11b) (Marin-Esteban et al., 2012)  

Nox2 (Munafo et al., 2009 

Cytosquelette 

Actine β et/ou γ (Urban et al., 2009) 

Myosine-9 (Urban et al., 2009) 

Plastine-2 (Urban et al., 2009) 

Cytokératine-10 (Urban et al., 2009) 

α-actinine 1 et/ou 4 (Urban et al., 2009) 

Enzymes glycolytiques 
α-énolase (Urban et al., 2009) 

Transcétolase (Urban et al., 2009) 

Peroxysome Catalase (Urban et al., 2009) 
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De nombreux stimuli activent la NETose. Les NETs sont formés en réponse aux 

agents pathogènes, bactéries, virus et parasites. Les médiateurs pro-inflammatoires 

sont également de forts inducteurs de NETose : le TNFα, l’IL-8, le facteur d'activation 

plaquettaire (PAF), l’association GM-CSF/C5a/LPS (Brinkmann et al., 2004; Clark et al., 

2007; Fuchs et al., 2007; Yousefi et al., 2009). La production de NETs peut également 

être déclenchée par les plaquettes activées, les cellules endothéliales,  les complexes 

immuns, les fibrilles amyloïdes ou par les cristaux d'acide urique du liquide synovial de 

patients atteints de goutte (Azevedo et al., 2012; Chen et al., 2012; Gupta et al., 2010; 

Schorn et al., 2012). De plus, les NETs peuvent être induits de façon très efficace in 

vitro par des agents pharmacologiques comme le PMA, puissant activateur de la 

protéine kinase C (PKC) dans les PN humains (Brinkmann et al., 2004) ; par contre, la 

réponse des PN murins au PMA est plus retardée et moins forte (Ermert et al., 2009). 

L’ionomycine, l’ionophore de calcium A23187, les FRO et les donneurs de monoxyde 

d'azote (NO) conduisent aussi à la libération de NETs (Fuchs et al., 2007; Kaplan and 

Radic, 2012; Patel et al., 2010). (Figure 18) 

Figure 18. Libération des NETs par les PN activés. A. Divers activateurs des PN induisent le 

processus de NETose qui implique la décondensation de la chromatine et la désintégration des 

membranes intracellulaires nécessaire à la libération des NETs. B. PN avant et après activation 

par l’ionophore de calcium A23187 ;  le marquage de l’ADN par le DAPI permet de visualiser les 

NETs 
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Les processus moléculaires aboutissant à la libération de NETs sont complexes et 

variés. Le mécanisme le mieux connu est celui qui est déclenché par le PMA, pour 

lequel les auteurs s’accordent sur l’importance de l’intégrité de l’enzyme Nox2 et la 

production de FRO, attestée par l’inhibition de la production de NETs en utilisant des 

inhibiteurs de Nox2, tels que le diphenyl iodonium (DPI) et des piégeurs de FRO (Fuchs 

et al., 2007; Hakkim et al., 2011). De plus, les PN déficitaires en Nox2 sont incapables 

de produire des NETs, que ce soit les PN d’enfants atteints de granulomatose septique 

(Bianchi et al., 2009), ou bien la lignée PLB-985 gp91phox-/- (Marin-Esteban et al., 

2012). L’association de la molécule Rac2 est nécessaire à l’assemblage de Nox2 et à la 

NETose, comme le prouvent des expériences sur des PN murins invalides pour le gène 

de Rac2 (Lim et al., 2011).   

L’engagement de la voie de signalisation Raf-MEK-ERK, évènement précoce en 

aval de l’activation de Nox2, est également nécessaire à la NETose induite par le PMA 

dans les PN humains. Cette voie régule aussi l'expression de Mcl-1, une protéine anti-

apoptotique, suggérant que Raf-MEK-ERK peut inhiber l'apoptose en favorisant la 

NETose (Hakkim et al., 2011). 

Par ailleurs, la décondensation de la chromatine représente un évènement 

moléculaire majeur de la NETose via des modifications post-transcriptionnelles des 

histones telles que l’acétylation, la méthylation et la citrullination (Bianchi et al., 2011; 

Goldmann and Medina, 2012). En particulier, la citrullination, réalisée par la peptidyl 

arginine déiminase 4 (PAD4), est cruciale pour la décondensation de la chromatine 

(Goldmann and Medina, 2012; Li et al., 2010; Wang et al., 2009). La PAD4 catalyse la 

déimination des résidus arginine, qui deviennent des résidus citrulline non chargés, ce 

qui affaiblit les interactions électrostatiques histone-ADN. La PAD4 est nécessaire à la 

NETose, l’invalidation de son gène chez la souris ou l’inhibition pharmacologique de 

son activité conduisant au blocage de la production des NETs (Hemmers et al., 2011; Li 

et al., 2010). L’activation de la PAD4 est dépendante du calcium et sa fonction est 

régulée par les différents isoformes de la PKC (Neeli and Radic, 2013; Rohrbach et al., 

2012) ; en effet,  alors que la PKCα inhibe l’action de la PAD4, l’isoforme PKCζ a un 

rôle essentiel dans son activation et le déclenchement de la NETose. Ceci pourrait 

représenter un lien entre la libération de FRO via la PKC et le mécanisme de la PAD4 

dans la production des NETs (Neeli and Radic, 2013). 
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Deux protéines issues des granulations du PN jouent aussi un rôle important dans 

la décondensation de la chromatine, l'ELA et la MPO (Papayannopoulos et al., 2010). 

Dans une première étape, l’ELA migre vers le noyau où elle participe à la protéolyse 

des histones et, ainsi, à la décondensation de la chromatine ; puis, la MPO migre aussi 

vers le noyau pour renforcer cette action, par un mécanisme qui semble indépendant de 

son activité enzymatique. L’importance de l’ELA, au cours de la NETose, est démontrée 

par l’inhibition de la formation des NETs par des PN soit invalidés pour le gène codant 

cette enzyme soit traités par des inhibiteurs pharmacologiques spécifiques 

(Papayannopoulos et al., 2010). Le rôle de la MPO dans ce processus reste à élucider. 

La production de NETs induite par le PMA est diminuée en présence d’inhibiteurs de la 

MPO (Akong-Moore et al., 2012; Palmer et al., 2012b) ainsi que chez des patients 

présentant un déficit génétique en cette enzyme (Metzler et al., 2011). Cependant, il a 

aussi été démontré que l’inhibition de la MPO n'a pas d’effet sur la NETose induite par 

P. aeruginosa, S. aureus ou E. coli (Parker et al., 2012b). De plus, Chen et al. ont 

démontré que l'ELA, la MPO et la production de FRO n’étaient pas nécessaires à la 

production de NETs in vivo dans un modèle murin et in vitro en réponse à des immuns 

complexes (Chen et al., 2012; Kaplan and Radic, 2012; Parker and Winterbourn, 2012; 

Yipp et al., 2012)  

Parmi les modifications morphologiques opérées au cours de la NETose, la 

formation de vacuoles cytoplasmiques est caractéristique de ce processus. Durant les 

premières minutes après activation des PN, des vacuoles à double membrane 

possédant des caractéristiques de vésicules autophagiques sont observées dans le 

cytoplasme, englobant des granulations et des ribosomes en voie de dégradation 

(Remijsen et al., 2011). L’autophagie et l’activation de Nox2 sont nécessaires pour 

déclencher la NETose ; l’inhibition d’une des deux voies suffit pour diriger le programme 

de mort cellulaire du PN vers l’apoptose.  La formation d’auto-phagosomes semble 

également participer à l’expression de certaines protéines sur les NETs, comme 

HMGB1 et le facteur tissulaire responsable de l’activation de la coagulation (Gardella et 

al., 2002; Kambas et al., 2012a; Mitroulis et al., 2011). 

Même s’il reste encore beaucoup de questions quant aux mécanismes cellulaires 

et moléculaires qui conduisent à la NETose, de grandes avancées ont été réalisées 

dans ce domaine ces dernières années, schématisées dans la figure 19.  
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Les premières séries de publications ont conclu que la finalité de la NETose était 

la mort cellulaire, au même titre que la nécrose ou l’apoptose. Cependant, plus 

récemment, certains auteurs ont démontré que, parfois, la libération de NETs ne 

s’accompagnait pas de la mort des PN. 

Le premier de ces mécanismes non relié à la mort cellulaire implique la libération 

de l’ADN mitochondrial recouvert de protéines issues des granulations des PN. Pour 

activer ce processus, les PN doivent d’abord  être amorcés par du GM-CSF puis activés 

avec du LPS ou du C5a. Rapidement, dès 15 minutes, les NETs commencent à être 

libérés. Ce mécanisme est dépendant de la production de FRO, ne s’accompagne pas 

de la mort cellulaire et augmente, au contraire la durée de vie des PN. (Yousefi et al., 

2009). (Figure 20A) 

Figure 19. Représentation schématique des processus moléculaires de la NETose. Les

mécanismes moléculaires engagés au cours de la NETose incluent la production de FRO, l’activation 

de l’autophagie, la citrullination des histones, la translocation de l’ELA et de la MPO au noyau. 
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Au cours du second mécanisme proposé, la production de NETs implique la 

libération rapide d’ADN nucléaire tout en maintenant certaines propriétés 
fonctionnelles des PN, comme la phagocytose ou la bactéricide.  Ce processus a été 

caractérisé in vitro grâce à des co-cultures de PN et de Staphylococcus aureus, et in 

vivo dans des modèles d’infections bactériennes systémiques ou cutanées (McDonald 

et al., 2012; Pilsczek et al., 2010; Yipp et al., 2012). Au cours de ce processus, des 

filaments courts d'ADN nucléaire sont rapidement transportés vers le milieu 

extracellulaire via des vésicules formées à partir de la membrane nucléaire. 

Parallèlement, le noyau perd sa morphologie, la chromatine se décondense puis est 

libérée hors de la cellule sous forme de filets. Ce processus très rapide ne dépend pas 

de la production de FRO, et permet la visualisation d’ADN intra-vésiculaire 5min après 

une stimulation bactérienne in vitro (Pilsczek et al., 2010). In vivo, l'accumulation 

extracellulaire de ces NETs est détectable par microscopie intra-vitale 20 minutes après 

l'infection (figure 20B) (Yipp et al., 2012). Ce modèle est dépendant du fragment C3 du 

complément et du TLR2 pour l’opsonisation et la reconnaissance bactérienne, mais 

aussi pour le déclenchement de la NETose. 

Figure 20. Libération des NETs sans mort cellulaire associée. Dans certaines conditions très 

particulières de stimulation, la formation de NETs n’est pas suivie de la mort cellulaire. A. L’amorçage 

avec du GM-CSF suivi d’une activation par le C5a ou le LPS conduit à une libération rapide (15 

minutes) de l’ADN mitochondrial recouvert de protéines issues des granulations cytoplasmiques. Les 

neutrophiles conservent leur intégrité et ont une durée de vie augmentée. B. Dans certains modèles 

d’infection bactérienne rapide (20 minutes), les neutrophiles libèrent leur chromatine recouverte de 

protéines issues des compartiments granulaires. Les neutrophiles perdent leur noyau mais 

conservent leurs granulations intactes et peuvent phagocyter et tuer les microorganismes 
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2.4. ETosis : La libération extracellulaire d’ADN par d’autres types 
cellulaires  

La libération de filets extracellulaires (« Extracellular traps » ou ETs) est un 

phénomène décrit également pour d’autres types cellulaires. Les éosinophiles (Yousefi 

et al., 2008), les basophiles (Schorn et al., 2012), les mastocytes (von Kockritz-

Blickwede et al., 2008), mais aussi des cellules mononuclées comme les monocytes 

(Webster et al., 2010) et les macrophages (Wong and Jacobs, 2013) sont capables de 

produire des structures similaires à celles des PN.  

2.4.1. Eosinophiles 

La production d’ETs par les éosinophiles suit un processus similaire à celui décrit 

pour la libération d’ADN mitochondrial par les PN (Figure 20A) ; il n’implique pas de 

mort cellulaire et dépend de la production de FRO (Morshed et al., 2012; Yousefi et al., 

2008). Après amorçage avec de l’IL-5 ou de l’IFN-γ, les éosinophiles expulsent 

rapidement de l’ADN en réponse à une stimulation par LPS, éotaxine ou C5a (Yousefi 

et al., 2008). Il a également été rapporté que la  lymphopoïétine thymique stromale et 

Staphylococcus aureus  sont des stimuli forts de la production d’ETs par des  

éosinophiles adhérents (Morshed et al., 2012).  

Dans les ETs issus d’éosinophiles, la présence de plusieurs gènes 

mitochondriaux, en particulier Co1 (sous-unité du cytochrome oxydase 1), ND1 (sous-

unité NADH déshydrogénase 1), ou Cyb (cytochrome b), confirme l’origine de cet ADN 

(Yousefi et al., 2008).  Les protéines des granulations des éosinophiles sont libérées en 

même temps que l'ADN mitochondrial ; l’absence de protéines cytosoliques, nucléaires, 

et membranaires est une caractéristique de ces ETs  (Yousefi et al., 2012).  

Les ETs d’éosinophiles semblent impliqués dans la physiopathologie des maladies 

inflammatoires de l'intestin (Yousefi et al., 2008), de la peau (Simon et al., 2011) et 

dans l’asthme (Dworski et al., 2011). Alors que ces structures sont aussi capables de 

piéger et tuer les bactéries, leur rôle dans les maladies infectieuses est moins 

clairement établi (Yousefi et al., 2008). 

2.4.2. Basophiles 

Schrorn et al, dans leur étude sur l’implication des ETs dans la goutte (maladie 

chronique des articulations liée à la formation de cristaux d’acide urique), montrent que 
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ces cristaux sont capables d’induire in vitro et in vivo la production d’ ETs par les 

basophiles (Schorn et al., 2012). Par contre, ces résultats n’ont pas pu être reproduits 

en utilisant les inducteurs de NETose plus classiques, comme le LPS (Schorn et al., 

2012). Ceci confirme encore une fois la complexité du mécanisme de libération des ETs 

et l’idée que ce processus est lié fortement au type de stimulus utilisé.  

 2.4.3. Mastocytes 

Les mastocytes sont importants dans la défense de l'hôte contre les parasites 

mais jouent aussi un rôle néfaste au cours maladies allergiques. Parmi les mécanismes 

utilisés par les mastocytes pour lutter contre les agents infectieux, la formation d’ETs a 

été évoquée (von Kockritz-Blickwede et al., 2008).  

La production d’ETs par les mastocytes est dépendante des FRO et peut 

s’observer, par exemple, après 15 minutes d’exposition des cellules à Staphylococcus 

pyogènes. Ces ETs formés sont composés d'ADN et d’histones, comme dans le cas 

des NETs induits par les PN. De plus, ces structures contiennent des protéines issues 

des granulations mastocytaires comme la tryptase et le CRAMP/LL-37 (von Kockritz-

Blickwede et al., 2008). Contrairement aux PN où les NETs peuvent être dégradés par 

de la DNase, les ETs des mastocytes nécessitent l’action conjointe de la DNase et 

d’enzymes qui dégradent la tryptase (von Kockritz-Blickwede et al., 2008). 

Récemment, il a été montré que le facteur 1α induit par l'hypoxie (HIF-1α) 

entraîne la libération de ces ETs par les mastocytes humains et murins (Branitzki-

Heinemann et al., 2012). Ce phénomène est probablement  important dans les 

maladies inflammatoires car HIF-1α joue un rôle dans la régulation des PN et des 

macrophages (Scholz and Taylor, 2013). 

2.4.4. Monocytes / Macrophages 

L’implication des monocytes et des macrophages dans ce phénomène de 

libération d’ETs a été évoquée.  

Dans un modèle infectieux, il a  été montré que, selon le type de bactérie auquel 

ils sont exposés, les monocytes peuvent mourir rapidement par apoptose ou bien par 

une mort cellulaire non-apoptotique  (Webster et al., 2010). Dans ce cas, les monocytes 

libèrent des filaments de chromatine en réponse à Escherichia coli ou à Klebsiella 
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pneumoniae, par un mécanisme associé à l'activation de caspase-1 (Webster et al., 

2010).  

Dans un autre modèle utilisant des nanoparticules d’or comme stimulus, la 

capacité des monocytes et des macrophages humains à produire des ETs a été décrite, 

mais cette production est moins efficace que celle des PN (Bartneck et al., 2010).  

La libération d’ETs à partir de lignées cellulaires humaines et murines de 

monocytes/macrophages (U937 et RAW 264.7, respectivement) a été montrée en 

réponse aux statines, inhibiteurs de la 3-hydroxy 3-méthylglutaryl coenzyme A (HMG-

CoA) réductase utilisées dans le traitement des hyperlipidémies. L’effet anti-infectieux 

potentiel décrit pour ces statines serait en rapport avec la capacité accrue de production 

des ETs par les monocytes/macrophages, mais aussi des NETs par les PN. (Chow et 

al., 2010). Le mécanisme moléculaire impliqué dans l'effet des statines semble être lié à 

l'inhibition de la voie des stérols dans les cellules. 

Enfin, des études récentes mettent en évidence la formation d’ETs par des  

macrophages humains infectés par Mycobacterium tuberculosis. Ce phénomène 

nécessite de l’ELA et de l’IFN-  par un mécanisme dépendant d’ESX-1 (Wong and 

Jacobs, 2013). ESX-1 est un facteur de virulence important dans la pathogenèse de 

mycobactéries, codant pour un système de sécrétion de protéines et qui participe 

également au déclenchement d'une voie de mort cellulaire indépendante de la 

caspase-1. 

2.5. NETose dans le règne animal et végétal 

La NETose semble être un mécanisme de l’immunité innée conservé au cours de 

l’évolution. En effet, les phagocytes d’autres espèces animales libèrent des filaments de 

chromatine, comme cela a été démontré chez le bœuf (Aulik et al., 2010), le cheval 

(Alghamdi et al., 2009), le poisson (Palic et al., 2007), la souris (Ermert et al., 2009) et 

le chat (Wardini et al., 2010) ; les hétérophiles de poulet (Chuammitri et al., 2009) ont 

également été évoqués.  

Un mécanisme non classique de production d’ETs par les cellules oenocytoïdes d’un 

insecte lepidoptère, la fausse teigne de la cire (Galleria mellonella), participe à la 

coagulation de l’hémolymphe et joue un rôle dans la défense anti-infectieuse de cet 

insecte (Altincicek et al., 2008). 
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De façon similaire à ce qui est décrit dans les cellules animales, la production d’ETs 

semble être impliquée dans la croissance et la survie des cellules végétales. En effet, 

certains travaux ont suggéré que les ETs pouvaient jouer un rôle important dans la 

défense des cellules de racines de plantes contre les infections fongiques (Hawes et al., 

2011; Wen et al., 2009). 

2.6. Effets microbicides des NETs 

Les microorganismes sont les stimuli les plus puissants pour activer la production de 

NETs. En retour, les NETs représentent un outil important de l’immunité innée pour 

aider à l’élimination de ces agents infectieux (Abi Abdallah and Denkers, 2012; 

Almyroudis et al., 2013; Arazna et al., 2013; Branzk and Papayannopoulos, 2013; 

Simon et al., 2013). L’effet microbicide des NETs est probablement le résultat de la 

combinaison d’au moins trois effets. 

Premièrement, les NETs permettent de piéger les microorganismes (Figure 21) et 

ralentissent leur dissémination à partir du site initial de l’infection (Brinkmann et al., 

2004). Les mécanismes moléculaires impliqués dans cette liaison ne sont pas encore 

totalement compris, mais il est possible que les interactions électrostatiques entre les 

composants cationiques des NETs et la surface anionique des microorganismes jouent 

un rôle (Brinkmann and Zychlinsky, 2007). 

A B C 

Figure 21. Micro-organismes infectieux piégés par les NETs. La libération des NETs permet 

d’immobiliser les microorganismes au sein des filaments d’ADN. A. Escherichia coli ; B. 

Staphyloccocus aureus ; C. Candida albicans. Adapté à partir de Marin-Esteban et al. Infect Immun 

2012 et Brinkmann et Zyclinsky Nat Rev Microbiol 2007. 
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Les NETs peuvent aussi inactiver les facteurs de virulence des 

microorganismes pathogènes, qui ont pour fonction de modifier et détruire les cellules 

de l’hôte. Par exemple, l’ELA des NETs clive les facteurs de virulence de Shigella 

flexneri, Salmonella typhimurium, et Yersinia enterocolitica (Brinkmann et al., 2004; 

Weinrauch et al., 2002). Les NETs contiennent également la CATG et la PR3 

étroitement liées à l’ELA, qui pourraient cliver d’autres facteurs de virulence (Averhoff et 

al., 2008). 

Enfin, l'activité antimicrobienne des NETs dépend de leur structure car ils 

fournissent une forte concentration locale de protéines à activité anti-infectieuse à 

proximité directe des microorganismes piégés (Brinkmann et al., 2004). Ces protéines  

comprennent des enzymes telles que le lysozyme ou les protéases, des peptides 

antimicrobiens (BPI et défensines par exemple) ainsi que des chélateurs d'ions comme 

la calprotectine. Les histones, protéines les plus abondantes des NETs, possèdent 

également une forte capacité à tuer les microorganismes (Li et al., 2007; Rose et al., 

1998). 

De nombreux travaux ont mis en évidence depuis 2004 la capacité des NETs à 

participer à l’élimination des agents infectieux, comme les bactéries, les parasites, les 

champignons et plus récemment les virus. Cependant, des stratégies pour échapper à 

l’action microbicide des NETs ont aussi été développées par ces agents infectieux. 

L’ensemble de ces travaux est résumé ci-dessous. 

2.6.1. Bactéries 

Les NETs sont impliqués dans le contrôle et l’élimination des bactéries Gram-

positif et Gram-négatif, et elles-mêmes sont souvent de bons inducteurs de NETose. 

Leurs filaments ont des propriétés bactéricides et bactériostatiques grâce à des 

protéines qui y sont liées, telles que les protéases, la LF et les histones.  

Parmi les bactéries Gram-positif, Staphylococcus aureus peut être détruit par un 

mécanisme dépendant de l'activité peroxydase de la MPO des NETs (Parker et al., 

2012a). Les bactéries Gram-négatif, notamment Escherichia coli, Shigella flexneri et 

Salmonella typhimurium, peuvent aussi être tuées par les NETs (Brinkmann et al., 

2004; Marin-Esteban et al., 2012). Notre équipe a démontré la capacité des NETs issus 

de PLB-985 différenciées en PN à tuer un E. coli entéropathogène (DAEC Afa/Dr) 

(Marin-Esteban et al., 2012). 
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Bactéries Cellule/Espèce Piégées Tuées Référence 

Aeromonas hydrophila Neu/Poisson   (Brogden et al., 2012) 

Bacillus anthracis Neu/Humaine  a (Papayannopoulos and Zychlinsky, 2009) 

Burkholderia pseudomallei pseudomallei Neu/Humaine  a (Riyapa et al., 2012) 

Escherichia coli Neu/Bovine 

Neu/Humaine 
  

(Grinberg et al., 2008) 

(Marin-Esteban et al., 2012) 

Groupe A streptococcus Neu/Souris   (Buchanan et al., 2006) 

 Neu,Mast/Humaine   
(Lauth et al., 2009) 

 

Groupe B streptococcus Neu/Humaine   (Carlin et al., 2009) 

Haemophilus influenzae Neu/Humaine   (Juneau et al., 2011) 

Listeria monocytogenes Neu/Humain   (Ramos-Kichik et al., 2009) 

Mannheimia haemolytica Neu/Bovine   (Aulik et al., 2010) 

Mycobacterium canettii Neu/Humaine   (Ramos-Kichik et al., 2009) 

Mycobacterium tuberculosis Neu/Humaine   (Ramos-Kichik et al., 2009) 

Porphyromonas gingivalis Neu/Humaine   (Palmer et al., 2012) 

Pseudomonas aeruginosa Neu/Souris 

Neu/Humaine 

Neu/Humaine 

 
 
 

 

/ b 
 

(Douda et al., 2011) 

(Young et al., 2011) 

(Khatua et al., 2012) 

Salmonella typhimurium Neu/Humaine   (Brinkmann et al., 2004) 

Shigella flexneri Neu/Humaine   (Brinkmann et al., 2004) 

Staphylococcus aureus Neu/Humaine 

Neu/Souris 

 
 

 
 

(Brinkmann et al., 2004) 

(Berends et al., 2010) 

Streptococcus pneumonia 
Neu/Humaine   

(Beiter et al., 2006) 

(Wartha et al., 2007) 

Streptococcus pyogenes Mast/Humaine   (von Kockritz-Blickwede et al., 2008) 

Yersinia enterocolitica Neu/Souris   (Casutt-Meyer et al., 2010) 

Yersinia pestis Neu/Souris   (Casutt-Meyer et al., 2010) 

Le tableau 4 résume les données actuelles sur les bactéries inductrices de 

NETose et/ou cibles des NETs. 

Tableau 4. . Liste des bactéries piégées et/ou tuées par les ETs  

Neu : neutrophile ; Mast : mastocytes ; aSeulement les bactéries sans capsule ; bLes PN de donneurs sains tuent les 

bactéries mais les bactéries provenant de patients atteints de mucoviscidose sont résistantes aux NETs  
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2.6.2. Parasites 

La formation de NETs est également induite lors de l’infection par certains  

protozoaires comme Toxoplasma, Plasmodium, Leishmania et Trypanosome (Table 5). 

Tableau 5. Liste des protozoaires piégés et/ou tués par les NETs  

ND: non déterminé 

Ce sont tous des parasites intracellulaires qui, lors de leur migration vers les 

cellules de l’hôte vont devenir vulnérables aux médiateurs immunitaires extracellulaires 

tels que les NETs (Abi Abdallah and Denkers, 2012). Les exemples que nous 

détaillerons ci-dessous sont les tachyzoïtes des Toxoplasma, les trophozoïtes, formes 

invasives des hématies de Plasmodium, et les promastigotes et amastigotes des 

Leishmania. 

Lors de l’infection par Toxoplasma gondii chez l’homme ou dans un modèle murin, 

le tachyzoïte induit l’afflux de PN dans les tissus infectés et la libération de NETs qui 

peuvent limiter la viabilité du pathogène (Abi Abdallah et al., 2012). Dans le cas de 

Plasmodium falciparum, une étude chez des enfants au Niger montre la présence de 

NETs dans le sang circulant, capables de piéger des trophozoïtes libres et des globules 

rouges infectés (Baker et al., 2008). De manière intéressante, les auteurs de ce travail 

rapportent aussi la présence d'anticorps antinucléaires chez ces patients, en rapport 

avec l’immunogénicité des NETs décrite dans un autre chapitre de ce document. 

Dans les biopsies de patients atteints de leishmaniose cutanée peuvent s’observer 

des régions avec de l'ADN et des histones extracellulaires, suggérant la présence de 

NETs au cours de cette infection (Guimaraes-Costa et al., 2009). La production de 

Protozoaire Stades Espèce Compromise vital Evidence Référence 

T.gondii tachyzoïte Human 
souris oui in vivo in 

vitro 
(Abi Abdallah et al., 2012) 

P.falciparum trophozoïtes human ND in vivo (Baker et al., 2008) 

E. bovis sporozoïte Bovine oui in vitro (Behrendt et al., 2010) 

L. donovani Promastigotes human non in vitro (Gabriel et al., 2010) 

L. major Promastigotes human non in vitro (Gabriel et al., 2010; 
Guimaraes-Costa et al., 2009) 

L. amazonensis Promastigotes human oui in vitro (Guimaraes-Costa et al., 2009) 

L. amazonensis amastigotes human ND in vitro (Guimaraes-Costa et al., 2009) 

L. chagasi Promastigotes human ND in vitro (Guimaraes-Costa et al., 2009) 

L. braziliensis ND Human ND in vivo (Guimaraes-Costa et al., 2009 
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NETs est déclenchée par les amastigotes de L. amazonensis et les promastigotes de L. 

amazonensis,  L. chagasi, L. donovani et L. major. La production de NETs passe par 

une voie FRO-indépendante pour la plupart de ces parasites, (Gabriel et al., 2010; 

Guimaraes-Costa et al., 2009). L’effet destructeur des NETs sur ces promastigotes est 

limité, ces structures jouant plutôt un rôle de piège en interférant ainsi avec la capacité 

des parasites à pénétrer dans les cellules de l’hôte. L’activité antimicrobienne des NETs 

contre les amastigotes reste à établir clairement car des résultats contradictoires 

existent concernant un effet potentiel cytotoxique des histones (Guimaraes-Costa et al., 

2012; Wang et al., 2011). 

2.6.3. Levures et champignons 

La formation des NETs représente un autre outil des PN, en dehors de la 

phagocytose, pour lutter contre les infections fongiques. En effet, les NETs ont la 

capacité in vitro de piéger et tuer Candida albicans, Candida glabrata et Aspergillus 

nidalus, aussi bien sous forme de levures que sous forme d’hyphes (Bianchi et al., 

2009; Springer et al., 2010; Urban et al., 2006). L’activité antifongique des NETs a été 

attribuée à la présence, dans leurs filaments, des calprotectines qui  chélatent le zinc et, 

de manière moins efficace, les ions manganèse nécessaires à la survie des 

champignons (Bianchi et al., 2011; Urban et al., 2009).  Cependant, au cours de 

modèles d’infection in vitro à Aspergillus fumigatus ou à Cryptococcus gattii, les NETs 

ont la capacité de piéger et inhiber la propagation de ces champignons, mais n’exercent 

pas d’effet fongicide (Bruns et al., 2010; McCormick et al., 2010; Springer et al., 2010). 

La pertinence de cette stratégie antifongique in vivo a été suggérée par le travail de 

Bruns et al. dans un modèle murin d’aspergillose (Bruns et al., 2010) ; un afflux 

important de PN dans les poumons infectés est observé associé à la présence 

abondante de NETs qui piègent le pathogène. Une observation chez l’homme confirme 

ces données. En effet, la contribution des NETs au contrôle des infections aspergillaires 

a été démontrée chez un enfant atteint de granulomatose septique familiale. Après 

reconstitution de l’activité NOX2 par thérapie génique, les PN de l’enfant ont récupéré 

leur capacité à former des NETs et, de manière concomitante, la capacité à lutter contre 

une aspergillose invasive par Aspergillus nidalus, présente chez le patient avant la 

thérapie génique  (Bianchi et al., 2009). 
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2.6.4. Virus 

Le rôle des PN pour lutter contre les infections virales est encore un sujet de débat 

(Drescher and Bai, 2013) auquel s’ajoute le rôle potentiel des NETs et leur activité 

antivirale. 

Dans un modèle murin d’infection pulmonaire par le virus Influenza A, le virus seul 

ou bien les cellules épithéliales traitées par le virus induisent la formation de NETs.  Par 

contre, ces NETs ne sont pas capables d’éliminer le virus (Hemmers et al., 2011), et ne 

confèrent pas non plus de protection contre une infection bactérienne secondaire par 

Streptococcus pneumoniae (Narayana Moorthy et al., 2013). En revanche, les poumons 

des souris infectées par le virus Influenza A présentent un important afflux de PN avec 

accumulation de NETs, à l’origine d’atteintes pulmonaires sévères liées à la cytotoxicité 

des NETs (Narasaraju et al., 2011). 

Dans un autre modèle viral, il a été démontré que les PN reconnaissent le virus de 

l’immunodéficience humaine 1 (VIH1) par l’intermédiaire des TLR-7 et TLR-8. Cette 

reconnaissance active l’explosion oxydative et la libération de NETs à activité anti-VIH1 

dépendante de la MPO et des α-défensines (Saitoh et al., 2012).  

Récemment, il a été suggéré que le recrutement de PN au site d'infection virale et 

la libération de NETs font partie d'une stratégie de protection par le système 

immunitaire inné ; les NETs libérés par les PN capturent les particules virales et 

protègent ainsi les cellules de l’hôte en limitant la dissémination virale (Jenne et al., 

2013). Dans ce travail, des NETs sont observés dans la microvascularisation hépatique 

en réponse à une infection systémique expérimentale par un poxvirus ; la dégradation 

des NETs par de la DNase intraveineuse se traduit par une augmentation significative 

du nombre de cellules infectées de l’hôte.  

2.6.5. Stratégie pour échapper à l’action des NETs 

L'identification de stratégies pour échapper aux NETs chez divers micro-

organismes met en évidence la longue coexistence des PN et des agents infectieux au 

cours de l'évolution, ainsi que l’importance de ce mécanisme pour lutter contre les 

infections (Arazna et al., 2013).  

Parmi ces stratégies, certaines bactéries Gram-positif produisent des DNases et 

d'autres nucléases extracellulaires dans le but de détruire le squelette d'ADN des NETs. 
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Ceci a été démontré avec Staphylococcus aureus (Berends et al., 2010), des bactéries 

impliquées dans les parodontites comme Porphyromonas gingivalis (Palmer et al., 

2012a; Vitkov et al., 2009) et Streptoccocus pneumoniae (Beiter et al., 2006).  Ce 

dernier exprime à sa surface la nucléase EndA qui, dans un modèle murin de 

pneumonie, lui permet de démanteler le réseau de NETs et ainsi migrer jusqu’aux voies 

respiratoires supérieures, puis dans la circulation (Beiter et al., 2006).  

Une autre stratégie pour échapper à l'action des composants bactéricides des 

NETs est la formation d’une capsule, comme décrit chez certains sérotypes de S. 

pneumoniae. La membrane externe de cette capsule étant porteuse de groupements 

chargés positivement, l’interaction des bactéries avec les filaments d’ADN des NETs est 

réduite grâce à des répulsions électrostatiques (Wartha et al., 2007). S. pyogenes de 

groupe A (GAS) utilise lui aussi des DNases et la formation d’une capsule pour 

échapper au NETs ; le rôle de ces DNases extracellulaires a été démontré in vivo et in 

vitro par l’augmentation significative de la virulence de cette bactérie après leur 

inhibition par l’actine G (Buchanan et al., 2006; Sumby et al., 2005). Le GAS exprime à 

sa surface la protéine M, un facteur de virulence essentiel dans sa pathogenèse, 

capable d’induire la production de filaments d’ADN par les PN et les mastocytes ; 

cependant cette protéine confère en même temps une résistance aux effets 

microbicides de la cathélicidine LL37 (Lauth et al., 2009). Le GAS fabrique également 

une capsule composée d'acide hyaluronique qui n’empêche pas la capture de la 

bactérie par les NETs mais qui lui permet de survivre en favorisant sa résistance à 

l’action antimicrobienne de LL-37 (Cole et al., 2010). 

Les champignons ont aussi développé des stratégies pour se protéger de l’action 

des NETs. Par exemple, Cryptococcus gattii forme des fibrilles extracellulaires autour 

de lui, comme une capsule, pour résister à la mort induite par les NETs (Springer et al., 

2010). Les conidies d’Aspergillus fumigatus protègent leurs sites immunogéniques par 

recouvrement avec la protéine RodA, inhibant ainsi l’activation de la réponse 

immunitaire (Carrion Sde et al., 2013) et la production de NETs (Bruns et al., 2010). 

Pour sa part, Haemophilus influenzae se trouve souvent au sein d’un biofilm, qui 

incorpore même des éléments structuraux des NETs, et lui permet ainsi d’échapper à la 

phagocytose par les PN et à l’action toxique des NETs (Juneau et al., 2011).  

Enfin, les microorganismes peuvent également promouvoir un environnement 

adverse à la formation de NETs, comme cela a été décrit pour le VIH qui active la 
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production d'IL-10 par les DC ; cette cytokine anti-inflammatoire inhibe  l'activation des 

PN et, par conséquent, la formation des NETs (Saitoh et al., 2012). 

2.6.6. Controverses autour de l’effet microbicide NETs 

La relevance biologique de la formation des NETs en tant que stratégie 

microbicide est discutée depuis peu. Certains auteurs suggèrent que les NETs auraient 

plutôt un effet bactériostatique, grâce au confinement physique des agents infectieux 

(Menegazzi et al., 2012; Nauseef, 2012). En effet, la méthode classique utilisée pour 

mesurer in vitro l’effet microbicide des NETs ne permet pas de distinguer entre 

bactéricidie et agglutination microbienne, c'est à dire, la formation d’une seule colonie 

par des microorganismes agglomérés par des fibres de NETs (Menegazzi et al., 2012). 

Dans cette technique, les bactéries  sont  co-incubées avec des PN ayant libéré des 

NETs et leur survie est évaluée par le comptage de colonies formées après culture de 

la totalité des cellules. Les témoins utilisés dans ce type d’expérimentation sont 

classiquement de la DNase avant l'infection, ou la cytochalasine D pour inhiber la 

phagocytose (Brinkmann et al., 2004; Marin-Esteban et al., 2012; Urban et al., 2006). 

Menegazzi et al. montrent que le traitement par la DNase des NETs après l’infection (S. 

aureus ou C. albicans) permet de récupérer la totalité des microorganismes intacts, 

capables de se multiplier ensuite (Menegazzi et al., 2012). Ces auteurs proposent donc 

que les NETs seraient impliqués majoritairement dans la capture et moins dans 

l’élimination des pathogènes (Menegazzi et al., 2012; Parker et al., 2012b). Ces travaux 

récents ouvrent donc la porte à de nouvelles investigations sur ce sujet. 

 

 En conclusion, la production de NETs est un outil important qui s’ajoute aux autres  

mécanismes microbicides (phagocytose, production de FRO, dégranulation) pour 

contrôler les infections. La constatation que divers pathogènes sont capables d'induire 

des NETs, et le développement de stratégies d’échappement plaident en faveur d'un 

rôle des NETs dans la réponse immunitaire innée contre les microorganismes 

infectieux. 

2.7. Implication des NETs dans la physiopathologie des maladies 

La libération de NETs représente une stratégie originale et efficace pour éliminer 

les agents pathogènes ; cependant, l’exposition à l’extérieur de la cellule de molécules 
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actives peut être aussi à l’origine de phénomènes délétères comme une réponse 

cytotoxique, pro-thrombotique, l’induction d’une réponse auto-immune ou la progression 

tumorale. (Branzk and Papayannopoulos, 2013; Brinkmann and Zychlinsky, 2012; 

Darrah and Andrade, 2012; Kaplan and Radic, 2012; Radic and Marion, 2013; Simon et 

al., 2013)  

Dans la figure 22 sont représentés les mécanismes proposés dans la littérature 

concernant le rôle des NETs dans différentes maladies inflammatoires. 

Figure 22. Rôle des NETs dans les maladies inflammatoires. Au cours de ces dernières années 

l’implication des NETs dans la  physiopathologie de plusieurs maladies inflammatoires a été 

démontrée. Dans la goutte, le dépôt de MSU conduit à la libération d'IL-1β par les monocytes, 

l'induction d'IL-8 et le recrutement de PN. Les MSU vont induire la libération de NETs qui stimulent 

une boucle de production d'IL-1β par les monocytes. Dans la thrombose veineuse profonde (DVT), la 

fibrine et le facteur VWF favorisent la coagulation et la formation de thrombi dans les vaisseaux 

sanguins. Les cellules endothéliales activées libèrent de l’IL-8 et des FRO, induisent le recrutement 

de PN et ainsi déclenchent la formation de NETs. Dans le lupus systémique (SLE), le composant LL-

37 des NETs permet à l’ADN d’activer les pDC via le TLR9. Les pDC vont sécréter de l’IFN-α qui va 

amorcer les PN. Cette boucle d’auto-amplification contribue à la progression du lupus. Dans la 

mucoviscidose (CF), la formation de NETs semble liée à la présence d’elastase.. D’après Branzk et 

Papayannopoulos, Semin Immunopathol 2013. 
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2.7.1. Effets néfastes dus à la cytotoxicité directe des NETs 

La rétention de médiateurs pro-inflammatoires issus des PN sur les filaments des 

NETs peut limiter leur diffusion et les possibles lésions tissulaires à distance. 

Cependant, la forte concentration locale de molécules actives, en particulier 

cytotoxiques, sur les NETs peut donner lieu à des lésions locales.  

Ces effets néfastes ont été particulièrement étudiés au cours du sepsis sévère. 

Les premières preuves de l’effet délétère des NETs dans le sepsis ont été faites par 

Clark et al. ; la libération de NETs par des PN activés par des plaquettes et du LPS 

provoque des lésions de l'endothélium sous-jacent in vitro et des dommages 

hépatiques in vivo (Figure 23), probablement dus à l'exposition à des protéases et des 

protéines granulaires (Clark et al., 2007). Plus récemment il a été publié, dans un 

modèle in vivo de septicémie, que la présence de NETs dans le système vasculaire du 

foie était corrélée à l’atteinte hépatique (McDonald et al., 2012). Cependant, la 

formation de NETs est nécessaire pour contrôler la dissémination des pathogènes, cela 

a été démontré dans un modèle murin de septicémie (Meng et al., 2012). 

L'administration de DNase chez ces souris montre une progression du sepsis avec 

augmentation de la mortalité, de la dissémination bactérienne et de l’infiltration tissulaire 

en PN, ainsi qu’une élévation des concentrations circulantes d’IL-6.  

L'accumulation de NETs a aussi été associée à d’autres pathologies 

inflammatoires telles que la pré-éclampsie (Gupta et al., 2007) et dans différentes 

pathologies pulmonaires liées aux PN, y compris les atteintes pulmonaires aiguës 

(Thomas et al., 2012), la mucoviscidose (Manzenreiter et al., 2012) et l'asthme 

allergique (Dworski et al., 2011). Ces données particulièrement importantes  sur le 

poumon font l’objet d’un paragraphe détaillé plus loin. 

Les protéases et les histones des NETs sont à l’origine de leur effets cytotoxiques 

sur les cellules endothéliales et les cellules épithéliales. Saffarzadeh et al., ont identifié 

l’ELA et les histones comme responsables  du dommage tissulaire (Saffarzadeh et al., 

2012). L’intégrité de l’épithélium intestinal, modélisé par les cellules Caco2-T, est aussi 

affecté par la présence de NETs (Marin-Esteban et al., 2012), ainsi que les alvéoles et 

l’endothélium pulmonaire dans un modèle in vitro et in vivo d’infection virale (Narasaraju 

et al., 2011). 
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2.7.2. Implication des NETs dans les maladies thrombotiques 

L'activité pro-thrombotique des NETs est due à leurs effets sur l’activation de la 

coagulation, selon plusieurs mécanismes. D'une part les NETs fournissent une surface 

qui permet l'activation de la voie de contact (Fuchs et al., 2010), d'autre part 

l'endothélium endommagé par les NETs libère le facteur tissulaire qui va activer la voie 

extrinsèque de la coagulation (Kambas et al., 2012b). L’ELA et la CATG,  présentes sur 

les NETs, potentialisent cette dernière voie ; elles peuvent de plus dégrader certains 

des inhibiteurs endogènes de la coagulation (Fuchs et al., 2010). Les NETs possèdent 

donc un potentiel pro-thrombotique qui a été mis en évidence dans différents modèles 

animaux in vivo et chez l’homme au cours de la thrombose veineuse profonde (Brill et 

al., 2012; van Montfoort et al., 2013) et des anévrismes abdominaux liés à des 

infections (Delbosc et al., 2011). (Figure 24) 

Figure 18. Rôle des NETs au cours du sepsis. Les plaquettes exprimant TLR4 sont activées par le 

LPS de bactéries Gram (-) ; elles vont adhérer aux PN et induire la production de FRO (ROS) et de 

NETs pour lutter contre l'infection, mais ces phénomènes peuvent aussi induire des dommages de 

l’endothélium. Adaptée d’après Semple et al. Nat Rev Immunol 2011 
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 Dans le modèle de thrombose veineuse profonde, les histones et l'ADN 

prédominent dans les thrombus des zones riches en globules rouges plutôt que dans 

les régions riches en plaquettes (Brill et al., 2012).Les conditions de stase ou de 

perturbation de la circulation sanguine sont associées à l'activation des cellules 

endothéliales et peuvent promouvoir la coagulation extrinsèque dépendant du facteur 

tissulaire. L'association du facteur tissulaire avec des NETs pourrait induire la 

génération de thrombine et la formation de caillot de fibrine sur les sites riches en PN ; 

la thrombine active pourrait conduire à une augmentation de l'activation plaquettaire 

(van Montfoort et al., 2013). 

Les NETs sont aussi observés au cours des microangiopathies thrombotiques 

(TMA, pour Thrombotic microangiopathies) caractérisées par une thrombopénie, 

agrégation plaquettaire, des lésions mécaniques des globules rouges et des atteintes 

tissulaires dues à l’ischémie (Fuchs et al., 2012). Ces patients ont de l’ADN et des 

histones circulants potentiellement issus des NETs. De plus, une forte corrélation existe 

entre les concentrations de S100A8/A9, de MPO et d’ADN plasmatiques au cours de la 

Figure 24. NETs et développement de la thrombose veineuse profonde. L’endothélium activé va 

libérer du facteur von Willebrand (VWF) et de la P-sélectine qui vont intervenir dans l'adhésion des 

plaquettes et des PN (A). Les plaquettes activées libèrent des microparticles qui contiennet du facteur 

tissulaire à l’origine de la génération de thrombine. Les plaquettes, l’endothélium activé ou d’autres 

stimuli locaux induisent la formation de NETs (B). Les NETs  vont favoriser l'adhérence des 

plaquettes et des hématies, promouvoir la formation de fibrine, et exacerber l'activation des 

plaquettes et de l’endothélium. D’après Fuchs T et al. Arterioscler Thromb Vasc Biol 2012. 
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phase aiguë de la maladie. L’implication des NETs dans la physiopathologie du TMA 

est donc proposée ; ces biomarqueurs permettraient de prévoir le risque de développer, 

par exemple, une microangiopathie thrombotique post-transplantation (Arai et al., 

2013). 

2.7.3. Rôle des NETs dans le cancer 

Les patients atteints de cancer présentent souvent un état d'hypercoagulabilité. 

Récemment, une étude a identifié la chromatine extracellulaire libérée par la génération 

de NETs comme un acteur-clé dans la thrombose associée au cancer (Demers et al., 

2012). Les cellules des tumeurs solides et les cellules hématopoïétiques au cours des  

leucémies produiraient un facteur capable d’amorcer les PN et la formation de NETs. 

Ainsi, les cancers vont créer un environnement qui prédispose les PN à libérer des 

NETs. (Figure 25) 

Une étude rétrospective récente chez des patients atteints du sarcome d’Erwing 

suggère l’implication des NETs dans le maintien du processus tumoral. En effet, une 

Figure 25. Rôle  NETs dans la progression tumorale. Les neutrophiles activés infiltrant les 

tumeurs  peuvent libérer des NETs et affecter la croissance et l'angiogénèse (1). La génération de 

NETs dans la circulation pourrait protéger les cellules métastatiques (2). Les NETs pourraient 

également activer l'endothélium et augmenter le roulement  et l’adhérence des PN (3) ou adhérer à 

l'endothélium et favoriser l'immobilisation de cellules métastatiques (4). Enfin, l'adhérence des NETs 

dans le système vasculaire peut  favoriser la thrombose (5). D’après Demers et Wagner, 

Oncoimmunology 2013 
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co-localisation de PN et de NETs est observée dans les biopsies de patients en rechute 

précoce après transplantation autologue de cellules souches hématopoïétiques. Ces 

auteurs font l’hypothèse que les NETs auraient un rôle pro-tumoral en favorisant, en 

particulier, les métastases. La présence de NETs pourrait constituer un marqueur 

pronostique dans le suivi du sarcome d’Erwing et peut-être d’autres cancers (Berger-

Achituv et al., 2013) 

Les NETs pourraient aussi être impliqués dans le phénomène de métastase, en 

facilitant l’extravasation des cellules tumorales par un mécanisme dépendant des 

protéases et des molécules d’adhérence (Demers and Wagner, 2013; Fuchs et al., 

2010). Une autre preuve de la participation des NETs dans les processus métastatique 

a été décrite chez des patients atteints de cancer et d’infection post-opératoire (Cools-

Lartigue et al., 2013). Dans ce travail, la capacité des NETs à piéger les cellules 

tumorales a été démontrée in vitro et in vivo. Les auteurs suggèrent que l’existence 

d’une infection post-opératoire chez ces patients va induire l’activation des PN et la 

production de NETs capables de piéger les cellules tumorales et favoriser leur 

adhérence dans des organes distaux du site de la tumeur. La survie de ces cellules 

pourrait conduire à la formation de nouvelles masses tumorales. 

Ces résultats très récents sont en faveur de l’implication des NETs dans la 

progression tumorale et apportent de nouvelles connaissances sur la dichotomie pro- et 

anti-tumorale des PN. La compréhension du fonctionnement des NETs au cours du 

cancer est un champ d’investigation nouveau et majeur qui pourrait conduire à de 

nouvelles stratégies thérapeutiques. 

2.7.4. Rôle des NETs dans l’athérosclérose 

L'athérosclérose est une maladie inflammatoire chronique et sévère qui affecte 

l'endothélium artériel. Les plaques d’athérome sont infiltrées par des leucocytes, 

principalement par des macrophages, lymphocytes et pDC (Drechsler et al., 2011). Les 

PN ne sont pas abondants dans ces lésions, mais des études récentes démontrent des 

corrélations entre ces lésions et la présence de NETs chez l’homme et chez la souris 

(Doring et al., 2012; Drechsler et al., 2011; Megens et al., 2012). Ces NETs peuvent 

donc exercer une action toxique locale sur les cellules endothéliales et participer aux 

lésions. Chez la souris, des structures extracellulaires où l’ADN et la protéine CRAMP 

sont co-localisés sont présentes dans les zones nécrotiques des plaques d’athérome 
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(Doring et al., 2012), et dans la zone luminale de ces lésions (Megens et al., 2012). Ce 

complexe ADN/ CRAMP active les pDC locales via TLR9 et induit la production d'IFNα 

qui potentialise la capacité des PN à produire des NETs. De plus, au cours de 

l'athérosclérose, des auto-anticorps circulants anti-ADN sont présents. Les complexes 

immuns formés peuvent, en retour, activer la formation des NETs. Il semble donc que 

les NETs contribuent à l'athérosclérose, ajoutant une composante auto-immune 

originale à cette maladie. (Doring et al., 2012) 

2.7.5. Rôle des NETs dans les atteintes pulmonaires  

Le poumon semble être, à l’heure actuelle, un des organes-cibles les plus touchés par 

les conséquences du phénomène de NETose. La présence de PN et la libération de 

NETs ont été décrits dans de nombreuses maladies pulmonaires où ils sont impliqués 

dans le développement de lésions tissulaires. Une mauvaise régulation de la production 

de NETs, leurs effets toxiques et leur participation dans un déficit de la résolution de 

l’inflammation sont en cause. En particulier, la protéine du surfactant SP-D se lie 

physiologiquement aux NETs et favorise leur élimination par les macrophages ; en cas 

de défaut de surfactant, une accumulation délétère de NETs pourrait s’observer. Une 

revue générale récente fait le point sur l’implication des NETs dans les pathologies 

pulmonaires. (Cheng and Palaniyar, 2013)  

2.7.5.1. La mucoviscidose 

La mucoviscidose est une maladie autosomale récessive due à une mutation dans 

le gène codant pour le CFTR (Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) 

(Rowe et al., 2005). L’insuffisance respiratoire chronique progressive est caractérisée 

par une obstruction pulmonaire par de grandes quantités de mucus, des infections 

bactériennes (en particulier par Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa) et 

une inflammation dominée par la présence de PN (Hauser et al., 2011; Ratjen et al., 

2005).  

Des NETs sont présents dans les expectorations de patients atteints de 

mucoviscidose et leur abondance contribue à la viscosité du sputum (Manzenreiter et 

al., 2012). Un  traitement par DNase recombinante humaine (rhDNase) réduit les 

exacerbations pulmonaires sans effet notable sur les infections,  et améliore la fonction 

pulmonaire chez certains patients, en liquéfiant le sputum et facilitant le dégagement 



Chapitre 2 : Les Neutrophil Extracellular Traps 

 

Page | 85 

 

muco-ciliaire (Fuchs et al., 1994; Papayannopoulos et al., 2011; Ratjen et al., 2005). 

Par contre, la rhDNase pourrait augmenter les activités protéolytiques des enzymes 

liées aux NETs (ELA, CATG ou PR3 en particulier) et par conséquence endommager le 

tissu pulmonaire (Dubois et al., 2012). De plus, l’ELA va induire la dégradation du CFTR 

favorisant le développement de la maladie (Le Gars et al., 2013). Il a donc été suggéré 

d’utiliser d’autres nucléases thérapeutiques qui peuvent diminuer la viscosité du mucus 

par une digestion partielle de l’ADN, tout en maintenant l’activité protéase liée aux 

NETs (Papayannopoulos et al., 2011). Ces perspectives thérapeutiques sont de la plus 

haute importance dans cette maladie chronique très sévère. 

2.7.5.2. L’atteinte pulmonaire aigüe (ALI) et le  syndrome de détresse respiratoire 
aiguë (SDRA) 

Les atteintes inflammatoires pulmonaires aigües (ALI, acute lung injury), d’origine 

infectieuse ou non,  peuvent se manifester de manière variée et sont associées à une 

atteinte de la membrane alvéolo-capillaire induisant un œdème pulmonaire. Au cours 

du SDRA, la forme la plus sévère d’ALI, des lésions de l’épithélium pulmonaire sont 

associées. Ces atteintes sévères sont en rapport avec un infiltrat intra-pulmonaire de 

PN activés ; l’implication des NETs a été évoquée récemment (Zhou et al., 2012) 

Le rôle des NETs dans l’évolution vers l’ALI a été décrit au cours de modèles 

d’infections bactériennes (Barletta et al., 2012; Douda et al., 2011b; Li et al., 2010), 

fongiques (Bruns et al., 2010; Urban et al., 2009) ou virales (Narasaraju et al., 2011; Ng 

et al., 2012). Mais, les NETs ont aussi été impliqués au cours d’ALI d’étiologie non-

infectieuse comme l’œdème pulmonaire lésionnel post-transfusionnel (TRALI) 

(Caudrillier et al., 2012; Thomas et al., 2012). Les NETs sont détectés dans le plasma 

de ces patients, ainsi que des anticorps dirigés contre l’alloantigène 3a du neutrophile 

humain (HNA-3a), dans des formes sévères de cette maladie ; de manière intéressante, 

il est montré que ces anticorps sont capables d’induire la NETose des PN (Thomas et 

al., 2012). 

Les plaquettes joueraient  un rôle crucial dans l’activation des PN et la production 

des NETs chez les patients atteints d’ALI. Au cours de certaines infections, il a été 

montré que le LPS active les plaquettes via TLR4 ; ces plaquettes activées migrent 

ensuite vers les poumons où elles adhèrent aux PN et induisent la NETose (Caudrillier 

et al., 2012; Clark et al., 2007). Dans un modèle murin, la déplétion en PN et en 
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plaquettes protège les animaux contre une évolution vers le TRALI ; un pré-traitement 

par aspirine ou pour l’inhibiteur de la glycoprotéine plaquettaire IIb/IIIa empêche 

l'activation plaquettaire, diminue la formation de NETs et le développement de l’atteinte 

pulmonaire (Looney et al., 2009). Le blocage des NETs par un anticorps anti-histone ou 

leur dégradation par la DNase 1, sont également protecteurs contre le TRALI 

(Caudrillier et al., 2012; Thomas et al., 2012). Ces données récentes suggèrent, là 

encore, que les NETs pourraient constituer des cibles thérapeutiques prometteuses au 

cours des différentes formes d’ALI.  

2.7.5.3. L’asthme 

L’asthme est une maladie fréquente due à une inflammation chronique des voies 

respiratoires entraînant des épisodes d’obstruction bronchique potentiellement sévères. 

Parmi les mécanismes impliqués dans la physiopathologie de l’asthme, les PN 

semblent jouer un certain rôle, attesté par la sévérité de l’état des patients dont les 

expectorations sont plus riches en PN qu’en éosinophiles et par leur résistance à la 

corticothérapie (Agache et al., 2012). 

L’implication d’« extracellular traps » a été suggérée en raison de l’existence 

d’ADN extracellulaire dans les biopsies bronchiques d’asthmatiques allergiques ; cet 

ADN provenait essentiellement des mitochondries d’éosinophiles, mais aussi des PN   

(Dworski et al., 2011).  Le rôle des EETs et des NETs dans les lésions tissulaires au 

cours de l’asthme est donc encore peu connu. En particulier l’importance de la 

composante allergique est évoquée, notre équipe a fait l’hypothèse du déclenchement 

de la NETose au cours des réactions allergiques immédiates (ces travaux sont en 

cours). 

2.7.6. Rôle des NETs dans les maladies auto-immunes  

Les NETs représentent une plateforme exposant une grande diversité de 

molécules intracellulaires correspondant à des Ag du Soi. Dès leurs premières 

découvertes, Brinkmann et al ont fait l’hypothèse que les NETs pourraient être 

potentiellement responsables d’une rupture de la tolérance du système immunitaire 

envers ces Ag du Soi (Brinkmann et al., 2004). Depuis, cette hypothèse a été vérifiée  

dans  plusieurs maladies auto-immunes au cours desquelles des auto-anticorps contre 

des composants des NETs ont été mis en évidence.  
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2.7.6.1. Les vascularites auto-immunes  

Les NETs sont impliqués dans la physiopathologie des vascularites associées à la 

présence d’anticorps anti-cytoplasme des polynucléaires neutrophiles (ANCA), dirigés 

contre la PR3 ou contre la MPO (Diamantopoulos, 2013; Witko-Sarsat, 2013); ces 

enzymes sont stockées dans les granulations des PN mais sont également associées 

aux NETs et exprimées à la surface des PN amorcés. Les ANCA, isolés à partir de 

sérums de patients induisent la libération de NETs par les PN amorcés. De plus, 

l’expression des cibles des ANCA par les NETs peut induire, en retour, la production de 

ces auto-anticorps, créant ainsi une boucle d'amplification de la réponse auto-immune. 

En parallèle, les NETs peuvent être piégés dans les petits vaisseaux et participer aux 

lésions endothéliales caractéristiques de ces vascularites. L’analyse par microscopie à 

fluorescence des biopsies rénales de patients atteints de vascularites à ANCA met en 

évidence la présence de NETs dans les lésions glomérulaires endothéliales et 

interstitielles. Récemment, le mécanisme de pathogénicité des NETs au cours des 

vascularites à ANCA a été identifié (Sangaletti et al., 2012). Ces auteurs ont montré que 

des cellules dendritiques myéloïdes chargées ex vivo avec des NETs deviennent 

activées et capables d'induire, chez la souris, une vascularite auto-immune avec 

production d’ANCA, accompagnée de lésions du parenchyme rénal et pulmonaire. 

L’immunogénicité des NETs dans ce modèle est dépendante de l'intégrité de l'ADN. Les 

NETs ont également été identifiés comme étant capables d’amorcer directement la 

réponse des LyT requise pour une réponse humorale efficace, en diminuant le seuil 

d'activation du TCR (Tillack et al., 2012). De même, le propylthiouracil (PTU) - un 

médicament antithyroïdien - est impliqué dans les vascularites à ANCA de type MPO. 

En effet, le PTU semble induire une conformation particulière des NETs, les rendant 

inaccessibles à leur  dégradation par la DNase I, in vitro ;  l'immunisation de rats avec 

ces NETs modifiés entraîne la  production d’ANCA de type MPO in vivo (Nakazawa et 

al., 2012). 

2.7.6.2. Le lupus érythémateux systémique   

Le lupus érythémateux systémique (LES) est une maladie auto-immune 

caractérisée par la présence d’auto-anticorps principalement dirigés contre des Ag 

nucléaires, en particulier l'ADN double brin et différentes protéines du noyau.  

L'immunogénicité des Ag du Soi associés aux NETs est susceptible d'être 
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modifiée par la présence de plusieurs signaux de danger au sein de cette structure. 

Récemment, des anticorps dirigés contre une protéine des NETs, la cathelcidine LL-37, 

ont été mis en évidence au cours du lupus (Dorner, 2012; Garcia-Romo et al., 2011). La 

présence de LL-37 et de HMGB-1 sur les NETs augmente l’immunogénicité de l'ADN et 

des histones. Ces NETs immunogènes activent les récepteurs TLR-9 des cellules 

dendritiques plasmacytoïdes (pDC) induisant ainsi la production d'IFNα. Celui-ci va 

amorcer les PN et augmenter leur efficacité à produire des NETs en réponse aux 

complexes immuns circulants. De plus, les Ag du Soi associés aux NETs (ADN, 

ribonucléoprotéines, histones …) peuvent intensifier la production d'auto-anticorps 

spécifiques, augmentant ainsi le nombre de complexes immuns circulants activateurs 

de NETose (Garcia-Romo et al., 2011; Lande et al., 2011; Villanueva et al., 2011). 

Cette boucle d’amplification intense et complexe décrite chez l’homme a été confirmée 

récemment chez la souris. En effet, les complexes ADN/CRAMP (homologue murin de 

LL37) activent la production d'IFNα par les pDC, conduisant à la production d'auto-

anticorps antinucléaires et à des manifestations cliniques proches du LES humain. 

(Figure 26) 

De manière intéressante, Villanueva et al. ont décrit une sous-population de PN 

de faible densité (low-density granulocytes, LDGs) chez les patients lupiques. Ces 

cellules pourraient exposer de fortes concentrations de matériel antigénique, comme 

l’ADN double brin et le peptide LL-37, ainsi que des cytokines pro-inflammatoires, 

comme l’IL-17 (Villanueva et al., 2011). Aussi, les modifications post-traductionnelles 

des histones (oxydation, méthylation, citrullination) sont évoquées comme inductrices 

de la formation d’auto-anticorps au cours du lupus (Liu et al., 2012a; Neeli et al., 2008). 

La capacité de dégradation des NETs est diminuée chez les patients lupiques. 

Leur demi-vie peut être augmentée par divers facteurs : 1) la protection de l'ADN contre 

l'action de nucléases par certaines protéines des NETs ; 2) l'inhibition directe de la 

DNase-1 circulante par le C1q déposé sur les NETs (Leffler et al., 2012) ; 3)  un déficit 

génétique en DNase (Hakkim et al., 2010). Récemment, dans une étude prospective, 

ce défaut dans la dégradation des NETs a été associé à certains paramètres cliniques 

des patients comme le développement d’une glomérulonéphrite ou la présence 

d’anticorps anti-ADN et anti-histones (Leffler et al., 2013). L’amélioration des scores 

cliniques après traitement est associée à une meilleur capacité à dégrader les NETs ; 
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ceci pointe l’importance du développement d’essais thérapeutiques visant à renforcer la 

destruction des NETs. 

Enfin, étant donnée la présence de PN infiltrant le rein au cours de la néphrite 

lupique, complication la plus sévère du LES, le rôle cytotoxique des NETs a été évoqué 

récemment et fait l’objet de travaux en cours dans notre équipe (collaboration avec le Pr 

E Daugas). 

2.7.6.5. Le psoriasis  

Le psoriasis est une maladie inflammatoire cutanée fréquente pouvant être 

associée à des atteintes articulaires sévères et où l’IL-17 semble jouer un rôle. L’afflux 

important de mastocytes et de PN dans les lésions du psoriasis contribuent à la 

libération de cette cytokine exprimée sur les NETs ; de plus l'IL-23 et IL-1β agissent 

comme stimuli de ce phénomène confirmant l’importance de l’axe IL-23/IL-17 dans 

cette maladie (Lin et al., 2011). Une autre étude a montré la co-localisation des PN et 

des pDC dans la peau de patients psoriasiques ; les NETs stimulent les pDC qui vont 

produire de l’IFN de type I. Dans ce travail, les auteurs ont aussi identifié le SLPI 

Figure 26. Aperçu des principales données et hypothèses sur le rôle des NETs dans la 

physiopathologie du LES. D’après de Chaisemartin et al. Joint Bone Spine 2013 
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comme composant des NETs impliqué dans ce mécanisme. L’IFNα produit pourrait 

augmenter la réponse pro-inflammatoire mais aussi contribuer à la réparation de la 

peau endommagée grâce à cet inhibiteur de protéase (Skrzeczynska-Moncznik et al., 

2012). 

2.7.6.4. La polyarthrite rhumatoïde  

La polyarthrite rhumatoïde (PR) est une maladie à composante auto-immune,  

inflammatoire chronique systémique, dont la cible majeure est l’articulation. La 

formation d'auto-anticorps contre les Ag protéiques citrullinés (ACPA) est considérée 

comme un événement-clé dans la pathogénèse (Deane et al., 2010). Il semble licite 

d’émettre l’hypothèse selon laquelle les différentes protéines citrullinées à la surface 

des NETs pourraient constituer des néo-Ag à l’origine de la production d’autoanticorps 

spécifiques. En effet, certaines protéines cibles de la PR, comme la vimentine et l’α-

énolase sont présentes sur les NETs (Khandpur et al., 2013). De plus, il a été 

récemment publié que le sérum des patient PR reconnaissait l’H4 et l’H4 citrulliné 

présents sur les NETs, proposant cette protéine comme une nouvelle cible auto-

immune de la PR. (Pratesi et al., 2013). 

Un infiltrat de PN, dont certains expriment des NETs est observé dans le tissu 

synovial, les nodules rhumatoïdes et la peau de patients atteints de PR. L’observation 

de la NETose est corrélée à  la présence d’ACPA et à l’intensité de la réponse 

inflammatoire systémique (CRP, vitesse de sédimentation, IL-17). Les PN circulants et 

issus du liquide synovial de ces patients produisent davantage de NETs ex vivo que les 

PN de donneurs sains. Par ailleurs, le sérum de ces patients riche en ACPA et/ou 

facteur rhumatoïde induit la libération de NETs de composition particulière ; selon les 

conditions de stimulation, la composition protéique des NETs varie entre 28 et 40 

composants. Ces NETs ont la capacité  d’induire la production d’IL-6, d’IL-8, et de 

chimiokines dans les fibroblastes synoviaux de patients ayant une PR ou une arthrose. 

(Khandpur et al., 2013).  

Dans le cas du syndrome de Felty, forme d'arthrite  accompagnée de neutropénie, 

les auto-anticorps présents dans le sérum de ces patients se lient aux NETs, en 

particulier aux histones citrullinés (Dwivedi et al., 2012). 



Chapitre 2 : Les Neutrophil Extracellular Traps 

 

Page | 91 

 

Notre équipe mène actuellement des travaux visant à mieux connaître les 

composants des NETs impliqués dans la réponse auto-immune au cours de la PR, ainsi 

que le rôle de la PAD4 (collaboration Pr P. Dieudé et Dr P. Poncet).. 

2.8. NETs comme cible thérapeutique 

L’implication des NETs dans plusieurs maladies inflammatoires aigües et 

chroniques, et leurs effets parfois délétères font d’eux une cible thérapeutique. 

 Des études in vivo chez la souris ont décrit les effets bénéfiques de la rhDNase. 

Sangaletti et al. ont montré que l'inhibition de la production des NETs par la DNAse 

empêchait l’internalisation de la PR3 et de la MPO par les mDC et prévenait la 

vascularite auto-immune (Sangaletti et al., 2012). Le traitement avec de la DNase est 

déjà utilisé au cours de la mucoviscidose pour réduire la viscosité bronchique, en 

dépolymérisant l'ADN accumulé dans les poumons (Huggins et al., 2011). Cependant, 

Dubois et al. ont montré que le traitement de la mucoviscidose avec de la DNase 

pourrait augmenter l'activité de l'ELA (Dubois et al., 2012). De la même façon, 

l'administration de rhDNase chez les souris au cours du sepsis induit une progression 

de l’infection et la mortalité (Meng et al., 2012). 

 Les dommages tissulaires produits en présence de NETs sont dus en particulier, 

aux protéines qui sont y associées comme les protéases et les histones, qui 

représentent donc des cibles thérapeutiques. L’utilisation d’inhibiteurs d’ELA ou de 

MPO peuvent abolir la formation de NETs (Kirchner et al., 2012; Papayannopoulos et 

al., 2010). Par contre, l'utilisation d’inhibiteurs de protéases exogènes est inefficace 

chez les patients atteints de mucoviscidose ; il est suggéré que les NETs sont des 

réservoirs pour ces protéases actives et les protègeraient de l’action des inhibiteurs 

(Dubois et al., 2012). 

L'utilisation d'anticorps anti-histones a aussi été proposée dans le modèle murin 

de TRALI afin de rechercher un effet protecteur contre les lésions pulmonaires 

(Caudrillier et al., 2012). Mais l'utilisation d'anticorps anti-histones soulève quelques 

inquiétudes ; elle  pourrait favoriser le développement de maladies auto-immunes car 

les histones extracellulaires sont très immunogènes (Liu et al., 2012a). Une alternative 

pour neutraliser les histones pourrait être l'utilisation de polymères anioniques tels que 

l'acide sialique (Saffarzadeh et al., 2012). 
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De nouveaux traitements pourraient être conçus sur la base de molécules 

efficaces in vitro. Par exemple, les inhibiteurs de la PAD4, tels que la Cl-amidine (Willis 

et al., 2011), pourraient avoir des effets bénéfiques. De même, la colchicine ou d'autres 

molécules qui déstabilisent le cytosquelette réduiraient la capacité des PN à expulser 

les NETs (Neeli et al., 2009). La dexaméthasone n'a pas d’effet dans la production des 

NETs ; par contre l'acide acétylsalicylique (ASA) empêche leur formation (Lapponi et 

al., 2013). Deux molécules inhibitrices de NFκB (BAY 11-7082 et Ro 106-9920), sont 

aussi capables d’inhiber in vitro  la formation des NETs (Lapponi et al., 2013). 

Il existe des régulateurs physiologiques des NETs, comme la SerpinB1 ou les 

protéines du surfactant (SP). La SerpinB1 est une protéine cytoplasmique du PN, 

inhibiteur des sérines protéases. Sa translocation au noyau va réguler négativement la 

NADPH-oxydase, la production de FRO, limiter la décondensation de la chromatine et 

ainsi inhiber la NETose (Farley et al., 2012). Les SP peuvent opsoniser les pathogènes 

et les cellules apoptotiques ou nécrotiques, avant phagocytose par les macrophages 

alvéolaires ; des études préliminaires indiquent que SP-D peut augmenter la clairance 

des NET par les macrophages alvéolaires (Douda et al., 2011a). Des thérapeutiques 

visant leur induction permettraient de moduler la production ou l’élimination des NETs. 

Sachant que, la production des NETs comprend des éléments communs à 

d'autres voies d’activation essentielles pour le fonctionnement de l’organisme (par 

exemple les voies ERK, p38 MAPkinase, l'autophagie, la production de FRO…) il 

faudrait donc réfléchir à la conception de médicaments régulant spécifiquement la 

NETose. D’autre part, même si un excès de NETs semble avoir des conséquences 

délétères pour l’organisme, ils ont un rôle physiologique important dans la protection de 

l’hôte contre les infections et probablement d’autres fonctions encore méconnues. 

La production des NETs impliquant de nombreux mécanismes d’activation cellulaire, 

la conception de thérapeutiques ciblées et spécifiques est difficile. De plus, l’inhibition 

de la NETose pourrait avoir des conséquences infectieuses sévères pour l’hôte. 

2.9. Les mystères non dévoilés de la NETose 

Le processus de NETose n’est connu des scientifiques que depuis 2004. Après 

les premières descriptions des mécanismes in vitro, des observations in vivo, 

essentiellement chez l’homme, ont permis de mettre en avant cette nouvelle capacité 
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fonctionnelle des PN. Outre leur participation à la réponse anti-infectieuse bien établie, 

les NETs sont impliqués dans la physiopathologie d’un nombre croissant de maladies, 

comme les maladies auto-immunes, l’athérosclérose, les inflammations aiguës ou le 

cancer.   

Cependant, de nombreuses questions restent ouvertes, en particulier sur les 

mécanismes de la NETose, et font l’objet de beaucoup de travaux en cours ; elles sont 

résumées ci-dessous :  

- L’importance de l’explosion oxydative est peu discutable, mais les modes 

de production de NETs non-dépendants des FRO doivent être mieux compris. 

- La décision pour laquelle un PN va s’engager vers un processus de 

NETose ou pas est inconnue. In vitro, un faible pourcentage est toujours 

observé, dépendant du stimulus, de la cinétique d’activation, de l’existence 

d’un amorçage ou  de l’état de maturation du PN.  

- La balance entre effet bénéfique et effet délétère des NETs doit être 

mieux appréhendée, dans chaque situation clinique incriminée. Ceci 

permettrait de définir de nouvelles stratégies thérapeutiques spécifiques visant 

à activer ou réguler la production de NETs in vivo. 

- La composition protéique des NETs et leur structure peuvent varier selon 

le stimulus utilisé. Il sera intéressant d’évaluer ces caractéristiques et les 

mettre en relation avec le développement ou non de certaines maladies : 

existe-t’il des NETs « normaux » et des NETs « pathologiques » ? 

- La production de NETs est outil que possèdent les cellules de l’immunité 

innée pour lutter contre les agents infectieux, mais ce processus n’est pas  

silencieux vis-à-vis de la réponse immunitaire de manière plus générale, et 

d’autres fonctions des NETs doivent être explorées. 

  



 

 

 



 

 

Chapitre 3 : 
Les cellules dendritiques 



 

 



Chapitre 3 : Les cellules dendritiques 

 

Page | 97 

 

En 1868, Paul Langherans a été le premier à identifier des cellules dendritiques 

(DC) au niveau de l’épiderme. Toutefois, elles ont été assimilées à des terminaisons 

nerveuses. En 1973, presqu’un siècle après cette découverte, Ralph Steinman et Zanvil 

Cohn ont isolé, à partir de rate de souris, des cellules ayant une morphologie 

semblable. À cause de leur forme étoilée particulières, elles ont été nommées «cellules 

dendritiques». Par la suite, les DC ont été retrouvées dans le sang, la lymphe, les 

organes lymphoïdes et dans tous les tissus et organes non lymphoïdes du corps. (Sato 

and Fujita, 2007). 

Les DC sont des cellules sentinelles du système immunitaire, dont le principal 

objectif est de surveiller les tissus et instruire le système immunitaire adaptatif en 

réponse à des signaux périphériques (Banchereau et al., 2000). Les DC sont 

considérées comme les CPA, par excellence. Elles ont la capacité de 

phagocyter/endocyter des composants antigéniques, de les apprêter pour les exposer à 

leur surface et ainsi, grâce aux molécules de co-stimulation et aux cytokines, initier la 

réponse des LyT spécifiques. 

3.1. Classification des cellules dendritiques  

Chez l’homme et chez la souris, les DC comprennent plusieurs sous-populations 

identifiables en fonction de l'expression de marqueurs de surface (Figure 27), leur 

analyse fonctionnelle comparative et le profil génétique a permis d’établir des 

homologies entre les deux espèces (Collin et al., 2011). 

Classiquement, les DC humaines en circulation sont classées en trois 

populations : les DC plasmacytoïdes (pDC) et deux types de DC myéloïdes (mDC), 

l’une CD1c+ et l’autre CD141+ (Ziegler-Heitbrock et al., 2010). Cependant de nouveaux 

marqueurs ont permis de décrire d’autres DC présents dans différents tissus 

lymphoïdes (Segura et al., 2012) et non lymphoïdes (Klechevsky et al., 2008) ainsi que 

des DC différenciées à partir de monocytes au site inflammatoire (Segura and 

Amigorena, 2013b); de ce fait, la classification est en permanence remaniée. 

Dans ce chapitre, la classification des sous-populations de DC  révisée par Collin 

et al.  a été reprise. Elle divise les DC en 4 populations selon leur phénotype (Collin et 

al., 2013). 
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3.1.2. Les cellules dendritiques myéloïdes  

Les mDC expriment des Ag typiques myéloïdes : CD11b, CD11c, CD13 et CD33 ; 

elles correspondent aux DC conventionnelles CD11c+ chez la souris. Chez l’homme, les 

mDC se différencient des monocytes car elles n’expriment pas le CD14 ou le CD16.  

Deux sous-populations de mDC sont proposées selon leur expression de CD1c+ et de 

CD141+. Ces deux fractions partagent une homologie avec les DC chez la souris qui 

expriment de leur côté le CD11b (mDC CD1c+) ou le CD8/CD103 (mDC CD141+). 

Figure 27. Principaux marqueurs de surface des populations de DC chez l'homme et leurs

homologues chez la souris. Les DC myéloïdes humaines et les DC conventionnelles chez la souris 

sont divisées en deux populations : les CD141+ et les CD1c+ chez l’homme et les CD8+ et CD11c+

chez la souris ; les DC plasmacytoïdes sont facilement reconnaissables par leur capacité à produire 

de l’INF de type I, et les DC dérivées des monocytes sont la sous-lignée récemment reconnue DC

CD11b+ chez la souris qui peut être homologue aux DC CD14+ chez l’homme. D’après Collin et al,

Nat Rev Immunol 2011. 
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3.1.2.1 mDC-CD1c+ 

Les mDC-CD1c+ sont la population majoritaire de mDC chez l’homme, aussi bien 

dans le sang (environ 1% des cellules mononucléées) que dans les tissus et les 

organes lymphoïdes. Elles ont été initialement reconnues dans le sang comme une 

fraction cellulaire HLA-DR+ lin-, exprimant des Ag myéloïdes CD11b, CD11c, CD13, 

CD33, CD172 (SIRPa) et CD45RO. Le CD1c a été identifié grâce à l'anticorps 

commercial BDCA-1 (Palucka and Banchereau, 2013). 

Dans les tissus, les mDC-CD1c+ cutanées ont été caractérisées comme des DC-

CD1a+ en migration (Schulz et al., 2009; Svensson et al., 2008). Elles se différencient 

des  cellules de Langerhans (LC) grâce à la langerine, l’EpCAM et à l'expression forte 

du CD1a. Les DC-CD1c+ tissulaires humaines ont un phénotype activé. Elles ont perdu 

l'expression du CD62L et du récepteur de domiciliation  CLA, mais elles expriment le 

CCR7 (Monteleone et al., 2008). Dans les ganglions lymphatiques, les DC-CD1c+ font 

partie des cellules interdigitées des  zones T. (Angel et al., 2006). 

Les DC-CD1c+ sont équipées d'un large panel de récepteurs de type lectine, de 

TLR et de PRR, pour la reconnaissance des Ag, leur transport et leur exposition en 

surface. Elles sont de bons stimulants de LyT CD4+ naïfs et sécrètent du TNFα, de l’IL-

8, de l’IL-10, de l'IL-12 et de l'IL-23. (Segura et al., 2012; van de Ven et al., 2011) 

3.1.2.2. mDC-CD141high 

L'expression de CD141high ou thrombomoduline, marqué avec l'anticorps BDCA-3, 

est observée sur environ 10% des mDC circulantes humaines du sang et par une 

fraction des DC tissulaires. Les DC CD8+ dans les ganglions lymphoïdes et les DC 

CD103+ dans les tissus sont les homologues des DC-CD141high chez la souris. 

(Villadangos and Shortman, 2010) 

Les DC-CD141high sont difficiles à identifier in situ en raison de leur petit nombre et 

de l’expression du CD141high dans d'autres cellules. En particulier, CD141high se trouve 

sur les DC CD14+ migratoires et dans les DC CD1c+ et les monocytes mis en culture 

avec de la vitamine D. La différenciation majeure entre les DC-CD1c et les DC-

CD141high est observée par cytométrie en flux, l’expression de CD11b et CD11c étant 

diminuée dans les secondes. (Haniffa et al., 2013)  
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Les DC-CD141high ont la capacité de reconnaître les cellules mortes ou 

nécrotiques via CLEC9A, les acides nucléiques viraux via TLR-3 et TLR-8 et via la 

présentation croisée de l’Ag aux  LyT CD8+ (Jongbloed et al., 2010). Les DC-CD141high 

sécrètent de l’IFN-β, CXCL10 et l’IL-12p70. 

3.1.3. Les cellules dendritiques plasmacytoïdes  

Les pDC ont été découvertes en 1958 par Lennert et Remmele, dans les zones T 

des tissus lymphoïdes. À cette époque, elles étaient considérées comme des cellules 

plasmacytoïdes à cause de leur ressemblance aux plasmocytes, plus tard comme des 

cellules T plasmacytoïdes. Après la découverte de marqueurs de la lignée myélo-

monocytaire, ces cellules ont été appelées « monocytes plasmacytoïdes » ; mais c’est 

en 1999 qu’elles ont été définitivement identifiées dans le sang et dans les organes 

lymphoïdes secondaires. (Reizis et al., 2011) 

Les pDC humaines se différencient des mDC par les marqueurs CD303 (CLEC4C; 

BDCA-2), ILT7 (immunoglobulin-like transcript 7), CD123 (IL-3R), et CD304 (neuropilin; 

BDCA-4); elles expriment aussi le CD45RA, de façon variable, le CD2 et le CD7 (Reizis 

et al., 2011). Elles ne sont pas abondantes dans les tissus au repos mais elles sont 

rapidement recrutées au site inflammatoire. Dans les ganglions lymphoïdes elles 

représentent environ 20% de cellules CMH-II. Contrairement aux mDC, les pDC 

possèdent une faible capacité d’endocytose de l’Ag ainsi qu’une faible expression des 

cathepsines S et D (molécules lysosomales impliquées dans le processus de 

génération des peptides antigéniques). (Tel et al., 2012)  

Après maturation par des ADN et ARN viraux, les pDC sécrètent une forte 

quantité d’IFN de type I. Ce dernier va permettre d’activer la fonction cytolytique des 

cellules NK et favoriser la différenciation, la maturation et les fonctions allo-stimulatrices 

des mDC. Par ailleurs, les pDC contrôlent aussi la différenciation des LyB en 

plasmocytes secrétant principalement des IgG. Enfin, elles sont capables d’induire une 

réponse des LyT vers Th1 ou Th2 selon l’environnement et sembleraient générer des 

LyT régulateurs CD4+CD25+, grâce à leur capacité à détecter l'ADN libéré par les 

cellules apoptotique et l'expression notable de ILT7. (Reizis et al., 2011; Tel et al., 

2012) 
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3.1.4. Les cellules de Langerhans  

Les cellules de Langerhans (LC) sont présentes dans l’épiderme et les 

muqueuses (bronchiales, orales et génitales), où elles forment un réseau. Elles 

expriment des molécules exprimées par d’autres classes de DC comme le CD1a, ce qui 

leur permet de présenter des Ag d’origine lipidique. Toutefois, elles expriment aussi des 

molécules spécifiques telles que la langerine, une lectine de type C qui jouerait un rôle 

dans la présentation des Ag glycopeptidiques, et la E-cadhérine, une molécule 

d’adhérence permettant leur rétention dans l’épiderme. De même, elles possèdent des 

organelles intracellulaires, les granules de Birbeck. Il s’agit d’endosomes lamellaires qui 

participeraient au processus de chargement de  l’Ag. Les autres marqueurs exprimés 

par ces cellules sont le CD36, l’ATPase et le FcεR1. (Ginhoux and Merad, 2010) 

Après capture de l’Ag, les LC, comme les DC, migrent vers les organes 

lymphoïdes secondaires pour présenter les Ag aux LyT. Pourtant,  il existe une 

controverse au sujet du rôle physiologique des LC en ce qui concerne leurs capacités 

immuno-régulatrices et/ou immuno-stimulatrices (Stoitzner, 2010). Pour certains, les LC 

humaines sont les plus puissantes pour induire la polarisation in vitro de LyT CD4+ naïfs 

en LyT de phénotype effecteur Th2, Th17 ou Th22 (Fujita et al., 2009; Furio et al., 2010; 

Mathers et al., 2009). D’autres auteurs, grâce à des études in vitro et l’utilisation de 

souris déficientes en LC, ont montré que les LC pourraient effectivement atténuer 

l'inflammation et médier la tolérance, en particulier dans les réactions d'hypersensibilité 

de contact (Kaplan, 2010; Lutz et al., 2010; Seneschal et al., 2012).  

Bien que la fonction précise des LC dans la réponse immunitaire ne soit pas 

totalement comprise, il semble que les LC puissent exercer des fonctions multiples 

selon les signaux environnants dans la peau. 

3.1.5. Les cellules dendritiques CD14  

Les DC-CD14 se trouvent dans les tissus et les ganglions lymphatiques et elles 

pourraient dériver directement des monocytes. Des cellules similaires existent chez la 

souris, les DC CD11b classiques qui expriment CD64. (Haniffa et al., 2009) 

Les DC-CD14 cutanées expriment DC-SIGN (CD209), LOX-1, CLEC-6, la dectin-1 

et DCIR. Les DC-CD14 récupérées à partir d’explants de  peau humaine sont moins 

matures et plus proches des macrophages que les DC-CD1c ; de plus elles ne peuvent 
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pas stimuler efficacement les cellules T naïves. Les DC-CD14 cutanées produisent de 

l’IL-10 et du TGF-β, mais pas d’IL-15, ce qui empêche l’induction d'effecteurs LyT CD8+. 

In vitro, les DC-CD14 conservent leur capacité à se différencier en cellules LC-like ou 

DC-like matures, et au repos, elles ont des fonctions tolérogènes qui peuvent être 

reproduites par traitement des monocytes avec de la vitamine D. (Collin et al., 2013; 

Klechevsky and Banchereau, 2013)  

Comme les DC-CD14 expriment peu de CCR7, leur migration vers les ganglions 

lymphatiques est discutée (Haniffa et al., 2009) ; il est possible que les DC-

CD14+CD209+ qui se trouvent dans le paracortex des ganglions  dérivent directement 

du sang (Haniffa et al., 2012). Les DC-CD14 ont des fonctions importantes pendant la 

formation des LyT auxiliaires folliculaires (Reizis et al., 2011) et apportent aussi de 

l’aide directe aux LyB (Dzionek et al., 2000). 

3.2. Les cellules dendritiques différenciées à partir des monocytes 

3.2.1. Les DC inflammatoires 

L’infiltration cellulaire des tissus et des organes lymphoïdes est considérablement 

modifiée au cours de l'inflammation. Il y a principalement un recrutement de 

granulocytes, monocytes et pDC. Les DC résidentes deviennent plus difficiles à 

détecter, soit parce qu'elles vont migrer ou parce que leur proportion relative diminue 

considérablement. En revanche, une nouvelle population de DC non présentes en 

condition d’homéostasie est détectable : les DC inflammatoires. Les monocytes CD14+ 

sont les précurseurs probables de ces DC mais un apport par les DC du sang est 

possible, suggéré par l'expression de CD62L et CXCR3. Les DC inflammatoires 

expriment le CD1c, le CD1a, le CD206, le FcεR1 et le Sirpa mais pas le CD16 ni le 

CD209. In vitro, elles synthétisent l’IL-1β, le TNFα, l’IL-6 et l’IL-23, et elles stimulent la 

réponse Th17. (Segura and Amigorena, 2013a) 

Ce sous-type de DC comprend en particulier des DC inflammatoires épidermiques 

(IDEC), observées dans la dermatite atopique Th2-dependante et des DC productrices 

de TNF et du iNOS, DC-TIP, trouvées dans le psoriasis (Hespel and Moser, 2012). 

Ces données suggèrent que les différents environnements inflammatoires vont 

générer des sous-populations de DC dérivées de monocytes avec des fonctions 

distinctes. De nombreuses questions restent à élucider, notamment sur leur origine 
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sanguine, sur leur migration vers les ganglions ou sur leur capacité à devenir des 

cellules résidentes après la résolution de l'inflammation. 

3.2.2. Les SLAN-DC 

La population de monocytes humains est hétérogène (Ziegler-Heitbrock et al., 

2010). En particulier, les monocytes CD16+ possèdent des caractéristiques qui ont 

conduit certains auteurs à les classer comme un type de DC (Gunther et al., 2012), en 

raison de leur expression importante de molécules du CMH-II et de molécules de co-

stimulation. En particulier, une sous-population de monocytes CD16+ caractérisée par 

l'expression de l'Ag 6-sulfo LacNAc (SLAN-DC) est connue pour la sécrétion rapide de 

grandes quantités de TNFα, d’IL-1β et d’IL-12. (Hansel et al., 2011; Schakel et al., 

2002). Les SLAN-DC sont impliquées dans certaines maladies comme le LES, le 

psoriasis ou les processus tumoraux (Gunther et al., 2012; Hansel et al., 2013; Hansel 

et al., 2011; Jahnisch et al., 2013) 

3.3. Ontogénie des cellules dendritiques  

Contrairement aux autres cellules de la lignée hématopoïétique, les DC présentent  

une grande flexibilité dans les possibles voies de génération.  Des progrès importants 

ont été réalisés dans la compréhension de la régulation du développement des DC 

dans le modèle murin. Durant la dernière décennie, diverses équipes ont identifié une 

population qui génère spécifiquement des DC. Plusieurs cytokines et facteurs de 

transcription qui contrôlent le développement et la diversification ont également été 

découverts chez la souris (Merad et al., 2013). La Figure 28, résume le développement 

des DC aussi que les cytokines et facteurs de transcription impliqués dans les modèles 

murin et humain.  

Des études de transfert adoptif ont suggéré que le développement des DC peut 

provenir des progéniteurs-restreints soit lymphoïdes soit myéloïdes. Bien que la 

contribution précise de ces progéniteurs soit encore en discussion, une étude a proposé  

qu’environ 10% des DC présentes dans les organes lymphoïdes proviennent de 

progéniteurs lymphoïdes communs, ce qui suggère que les 90% restants dérivent de 

progéniteurs myéloïdes communs (Schlenner et al., 2010). Chez la souris, parmi ces 

précurseurs myéloïdes, on trouve le progéniteur commun spécifique des macrophages 

et des DC (MDP) qui peut générer des pDC, des mDC, des monocytes et des 
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macrophages (Doulatov et al., 2010). En parallèle, un précurseur commun des DC 

(CDP) a été identifié à l’origine des mDC et des pDC (Naik et al., 2007). Au niveau 

clonal, les CDP sont capables de générer toutes les sous-populations de DC et 

semblent représenter le précurseur immédiat de pré-DC (Liu et al., 2009). Les  pré-DC 

circulantes rejoignent les tissus lymphoïdes et non lymphoïdes et terminent leur 

différenciation en DC CD8α+ ou CD11b+. En revanche, les pDC  terminent leur 

différentiation dans la moelle osseuse puis migrent vers les organes lymphoïdes 

secondaires. Dans le cas de l’ontogénie des DC humaines, les DC monocytoïdes 

peuvent être générées à partir de deux précurseurs : les GMP et les MLP, dans le 

compartiment hématopoïétique de la moelle osseuse (Doulatov et al., 2010). L'origine 

médullaire des DC tissulaires humaines a été formellement prouvée par la 

transplantation de cellules souches hématopoïétiques, qui s’accompagne d’un 

renouvellement des LC de l’hôte par des LC du donneur au bout de quelques mois. En 

parallèle, un processus d'auto-renouvèlement local est aussi possible. (Collin et al., 

2006; Haniffa et al., 2009; Kanitakis et al., 2011) 

Les mécanismes moléculaires et la régulation génique de l’ontogénie des DC 

humaines ont été mieux compris après l’observation de patients déficitaires (Collin et 

al., 2011). Deux gènes importants pour le développement des DC ont été identifiés : 

GATA-2 et IRF8. Une mutation hétérozygote dans le premier gène induit un défaut 

spécifique dans le développement des cellules mononucléées, connu sous le nom de 

déficit DCML (pour DC, monocyte, B and NK lymphoid deficiency). Il est caractérisé par 

une susceptibilité accrue aux infections, une incidence élevée de tumeurs solides et le 

développement d’une protéinose alvéolaire pulmonaire. Ces patients n’ont pas de DC 

détectable en circulation et peu de monocytes ; cependant leur pool de LC est normal 

(Bigley et al., 2011). La mutation récessive K108E dans le deuxième gène, l’IFR8, est 

associée à l’absence des mDC, pDC et monocytes circulants ; une autre mutation 

(T80A) est associée à l’absence de DC-CD1c+. La mutation K108E se traduit par une 

susceptibilité aux infections et aux syndromes lympho-prolifératifs tandis que les 

porteurs homozygotes de  la mutation T80A  ont seulement une légère augmentation de 

l’incidence d’infections. Dans les deux cas, les mutations d’IRF8 s’accompagnent d’une 

incidence accrue aux infections par des mycobactéries.  
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3.4. Obtention des cellules dendritiques in vitro  

Du fait de leur faible présence dans le sang (≈ 1 à 2% des leucocytes), l’étude 

directe de DC isolées d’échantillons biologiques reste limitée. Des méthodologies 

permettant l’obtention d’une plus grande quantité de DC à partir de précurseurs issus 

de cellules souches CD34+ ou de monocytes ont été développées. Ces méthodologies 

reposent sur l’utilisation de différentes cytokines pour orienter la différentiation des 

précurseurs vers les DC. 

3.4.1. A partir de cellules souches CD34+  

Les cellules souches CD34+ isolées à partir de la moelle osseuse ou du cordon 

ombilical de nouveau-nés peuvent être engagées dans une différentiation vers des DC 

de phénotypes différents. Ainsi, en présence de GM-CSF et de TNFα, ces cellules 

Figure 28. Régulation de l’ontogénie des DC murines et humaines. HSC, cellule souche 

hématopoïétique; CMP, progéniteur myéloïde commun; CLP, progéniteur lymphoïde commun; MDP, 

progéniteur commun spécifique des macrophages et des DC; CDP, progéniteur commun des DC; 

GMP, progéniteur commun des granulocytes et macrophages ; MLP, progéniteur lymphoïde 

multipotent). D’après Collin et al. Nat Rev Immunol 2011. 
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CD34+ se différencient en deux sous-populations de DC (Caux et al., 1992; Caux et al., 

1997; Caux et al., 1996a). La première population ressemble aux cellules de 

Langerhans et est caractérisée par l’expression du CD1a, de l’E-cadhérine ainsi que 

par la présence des granules de Birbeck, alors que la seconde population ressemble 

aux DC interstitielles ou dermiques. La genèse des LC est favorisée par l’ajout de TGFβ 

aux précédentes cytokines ou par différentiation en présence d’IL-3 et de TNFα (Caux 

et al., 1996b; Strobl et al., 1996).  Les mDC sont induites lorsque la différentiation se fait 

en présence de Flt3, de SCF (pour stem cell factor), d’IL-6 et d’IL-3 ou en remplaçant 

ces deux derrières cytokines par le GM-CSF et l’IL-4 (Ward et al., 2006). Les pDC 

peuvent aussi être produites en présence de Flt3 ou des cytokines comme l’IL3 (Blom 

et al., 2000; Encabo et al., 2004). 

3.4.2. A partir de monocytes  

Chez l’homme, les monocytes sont les précurseurs les plus fréquemment utilisés 

pour l’obtention de DC in vitro. En présence de GM-CSF et d’IL-4, les monocytes se 

différencient en DC myéloïdes immatures (Sallusto and Lanzavecchia, 1994). L’IL-4 

peut être remplacée par l’IL-13 (Alters et al., 1999) et l’addition de TGFβ induit des 

cellules proches des LC (Geissmann et al., 1998).  

Au bout de 5 à 7 jours, les monocytes ont perdu le marqueur CD14 et ont une 

morphologie et des fonctions de DC immatures, telles qu’une forte capacité de 

phagocytose, une faible expression des molécules du CMH de classe II et des 

molécules de co-stimulation et la présence du récepteur CCR5, récepteur d’adressage 

des DC aux tissus périphériques. Le phénotype mature final, ou activé, est atteint en 

réponse à des stimuli tels que des agents infectieux ou des cytokines pro-

inflammatoires. Cet état activé est caractérisé par l’augmentation de l’expression des 

molécules de co-stimulation et du CMH-II et par l’expression de récepteurs aux 

chimiokines permettant l’adressage  des DC vers les organes lymphoïdes secondaires 

(Antonios et al., 2010; Lee et al., 2002). 

3.5. Rôle des cellules dendritiques 

Les DC, cellules du système immunitaire inné, jouent un rôle fondamental dans 

l’activation des LyT naïfs. Cette fonction requiert préalablement la capture, 

l’apprêtement et la présentation des Ag ainsi que l’activation des DC (Figure 29).  
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3.5.1. Capture de l’Ag  

Les DC immatures possèdent plusieurs mécanismes de capture des Ag solubles 

ou liés à des récepteurs tels que la macropinocytose, la micropinocytose, l’endocytose 

et la phagocytose. (Figure 30) 

La macropinocytose est un mécanisme qui permet la filtration rapide du milieu 

extracellulaire afin de détecter la présence d’Ag solubles. Elle se déroule par 

invagination de la membrane plasmique formant de larges vacuoles intracellulaires de 

tailles variées (0,25 à 1 μm). Par ce mécanisme, une DC est capable d’ingérer la moitié 

de son volume cellulaire en une heure. (Doherty and McMahon, 2009) 

La micropinocytose, comme la macropinocytose, désigne un mécanisme de 

filtration de l’environnement mais est caractérisée par la formation de petites vésicules 

Figure 29. Représentation schématique de la fonction des DC. Les DC immatures périphériques 

rencontrent l’Ag, deviennent matures et migrent vers les ganglions lymphatiques. Les DC présentent 

l’Ag aux LyT naïfs permettant ainsi le développement de la réponse immunitaire spécifique, humorale

et cytotoxique. D’après Ueno et al, Immunol Rev 2010 
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d’environ 80 nm. Ces vésicules sont créées après invagination de la membrane 

plasmique et sont souvent tapissées de clathrines (Doherty and McMahon, 2009). 

L’endocytose implique l’intervention de récepteurs membranaires, et diffère de la 

phagocytose car cette dernière fait intervenir les filaments d’actine.  

La phagocytose permet l’internalisation de particules, de microbes, de corps 

apoptotiques et d’autres fragments de cellules mortes par l’intermédiaire de récepteurs 

membranaires. (Doherty and McMahon, 2009) 

Les récepteurs des DC intervenant dans le mécanisme d’endocytose et de 

phagocytose sont les FcγR (CD16, CD32, CD64), les récepteurs du complément, les 

Figure 30. Apprêtement des Ags et leur présentation via les molécules du CMH. Les As sont

internalisés par plusieurs voies (la phagocytose, la macropinocytose et l'endocytose en particulier). 

Puis ils sont transportés vers un compartiment endosomal mature ou tardif, où ils sont chargés sur 

des molécules du CMH-II. Les protéines cytosoliques sont dégradées principalement par l'action du

protéasome, et les peptides générés sont pris en charge par le reticulum endosoplasmique puis fixés

sur les molécules CMH-I. Les DC sont les seules cellules à pouvoir  introduire dans cette voie des

protéines exogènes par retro-translocation de phagosomes, un phénomène connu sous le nom de

présentation croisée. D’après Blum et al, Annu Rev Immunol 2013 
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lectines de type C comme DEC-205 (CD205), le récepteur au mannose (CD206) ou 

DC-SIGN (CD209) ainsi que les récepteurs dits « scavenger » (Fonteneau et al., 2003). 

Ces récepteurs permettent à la DC la reconnaissance et l’endocytose des complexes 

immuns, d’Ag opsonisés, de glycoprotéines et de lipoprotéines modifiées. (Doherty and 

McMahon, 2009) 

3.5.2. Apprêtement de l’Ag  

La dégradation partielle des molécules antigéniques ainsi que leur voie de 

présentation sont des étapes importantes qui déterminent la spécificité et une partie de 

la qualité de la réponse immunitaire spécifique. Les DC sont capables de ré-exprimer à 

leur surface certains peptides issus de la protéolyse de ces  Ag en association avec les 

molécules du CMH-I ou CMH-II (Figure 32).  

3.5.2.1. Voie d’apprêtement des Ag endogènes  

Les Ag endogènes sont présentés par le CMH-I (Murphy et al., 2008). Ces 

molécules sont constituées d’une chaîne transmembranaire α polymorphique associée 

de façon non covalente à une chaîne non polymorphique : la β2-microglobuline. Les Ag 

endogènes cytosoliques ont pour principale origine les protéines du Soi 

(renouvellement des protéines intracellulaires normales ou tumorales) mais aussi des 

protéines virales ou des protéines issues des bactéries à développement intracellulaire. 

Ces peptides endogènes de 8 à 10 acides aminés sont obtenus après ubiquitination et 

dégradation partielle de ces protéines endogènes par le protéasome. Les peptides 

générés sont transportés du cytoplasme vers le réticulum endoplasmique par le 

complexe TAP (pour transporter associated with antigen processing) et ils sont ensuite 

chargés sur les molécules du CMH-I (Hinz and Tampe, 2012). Ce processus implique 

de nombreuses protéines chaperonnes dont la tapasine, la calréticuline et la calnexine 

(Procko et al., 2005). Une fois le peptide fixé, le complexe CMH-I/peptide est transporté 

par l’intermédiaire de l’appareil de Golgi vers la surface cellulaire afin de permettre sa 

présentation aux LyT CD8+ (Murphy et al., 2008). 

3.5.2.2. Voie d’apprêtement des Ag exogènes  

Les Ag exogènes, provenant de l’extérieur de la cellule,  sont internalisés dans 

des vésicules formant des endosomes. Ceux-ci fusionnent avec des lysosomes chargés 
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des protéases qui dégradent les Ag en peptides de 10 à 20 acides aminés. D’autre part, 

les chaînes α et β du CMH-II sont synthétisées dans le réticulum endoplasmique puis 

s’associent avec la chaîne invariante Ii ou CD74 (protéine chaperonne de 31-33 kDa) 

qui stabilise le complexe et bloque le sillon de présentation d’Ag (Gelin et al., 2009). 

Dans les DC, 50 à 80% des molécules du CMH-II sont dirigées vers la surface de la 

cellule avec Ii et sont rapidement internalisées dans les endosomes, pour être 

dégradées ou chargées avec un peptide. Dans les compartiments endosomaux, la 

chaîne Ii est dégradée et un seul fragment de cette chaîne, appelée CLIP (pour Class II 

associated invariant chain peptide) reste associé au CMH-II au niveau du sillon de 

présentation des peptides (Busch et al., 2005). Les molécules chaperonnes HLA-DM 

catalysent la libération de CLIP et, ainsi, des peptides antigéniques exogènes peuvent 

être chargés sur les molécules CMH-II  (Schulze and Wucherpfennig, 2012). Le 

complexe CMH-II/peptide est alors transporté jusqu’à la membrane plasmique où il sera 

reconnu par les LyT CD4+ spécifiques (Murphy et al., 2008). 

Il est intéressant de remarquer que des molécules du CMH-II dépourvues de 

peptide antigénique sont présentes à la surface des DC immatures ; ces molécules 

peuvent jouer un rôle dans la capture et le traitement des Ag à la surface des cellules, 

aidées par les molécules chaperonnes HLA-DM (Schulze and Wucherpfennig, 2012). 

3.5.2.3. Présentation croisée  

Les DC ont la capacité de présenter des Ag exogènes par les molécules CMH-I, 

ce phénomène est appelé présentation croisée. La présentation croisée permet aux DC 

d’activer  la réponse des LyT CD8+ contre des virus, des parasites ou des tumeurs sans 

que la DC ne soit directement infectée ou transformée. Deux modèles ont été proposés 

pour décrire ce processus, la voie vacuolaire et la voie cytosolique (Segura and 

Villadangos, 2011). Dans la voie vacuolaire, les Ag internalisés et dégradés en peptides 

se lient directement aux molécules du CMH-I dans les endosomes et les phagosomes. 

Les molécules du CMH-I ayant accédé aux compartiments endosomaux par recyclage 

chargent ici des Ag exogènes. Dans la voie cytosolique, les Ag exogènes sont exportés 

des endosomes vers le cytoplasme où ils suivent la voie des Ag endogènes et sont 

chargés sur les molécules du CMH-I dans le RE voire dans des compartiments 

endosomaux. En effet, des protéines résidentes dans le RE, comme TAP et la 

machinerie de chargement des peptides sur des molécules CMH-I, peuvent être 
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recrutées dans les phagosomes et les endosomes (Amigorena and Savina, 2010). La 

présentation croisée est ainsi un  moyen par lequel les DC peuvent présenter des 

peptides issus d’Ag exogènes par des molécules du CMH-I. 

3.5.2.4. Présentation des Ag lipidiques : les molécules CD1 

Les molécules de la famille CD1 présentent des Ag non classiques comme des 

lipides et glycolipides microbiens. Les lipides endogènes sont aussi pris en charge. 

Cette voie peut contribuer non seulement à l'immunité microbienne mais aussi à la 

réponse auto-immune et anti-tumorale (Gelin et al., 2009; Salio et al., 2010).  

Les molécules CD1 sont des hétérodimères constitués d’une glycoprotéine de la 

famille du CMH-I non classique CD1 associée à la β2-microglobuline. Chez l'homme, 

quatre protéines CD1 sont exprimées par les DC myéloïdes : CD1a, CD1b, CD1c et 

CD1d, alors que chez la souris seul le CD1d a été identifié (Salio et al., 2010).  

Le trafic des protéines CD1 dans la cellule est similaire à celui des protéines du 

CMH-II car elles quittent le RE pour atteindre la surface de la cellule. Elles sont ensuite 

internalisées, formant des endosomes dans lesquels elles chargent les Ag lipidiques, 

avant de revenir à la surface pour présenter ces Ag aux LyT. Cependant, le chargement 

de certains auto-Ag comme le sulfatide ou le GM1 ganglioside, peut avoir lieu 

directement à la surface cellulaire. Le trafic de CD1 peut également être régulé par 

l'association avec la chaîne li, comme pour le CMH-II. Cette association a été montrée 

pour les isoformes CD1d et CD1a. (Salio et al., 2010)  

3.5.2.5. Implication de Nox2 dans l’apprêtement et la présentation des Ag 

L’importance de l’expression de Nox2 dans les DC et la participation des FRO 

dans la présentation antigénique a été récemment résumée par Kotsias et al. (Kotsias 

et al., 2013). 

Les phagosomes des DC jouent un rôle important dans le processus de 

présentation de l’Ag. La maturation du phagosome des DC, par fusion avec les 

lysosomes, est lente par rapport au même processus dans d’autres phagocytes comme 

les macrophages. L'Ag persiste donc dans un environnement phagosomal avec mois 

des protéases, moins nocif, qui favoriserait leur présentation via les molécules de  

CMH-I et CMH-II. (Lennon-Dumenil et al., 2002) (Figure 31) 



Chapitre 3 : Les cellules dendritiques 

 

112 | Page 

 

L’expression de Nox2 dans les DC contribue donc à prévenir l'acidification du 

phagosome et des endosomes ; elle va permettre l’alcalinisation nécessaire à la 

présentation croisée de l’Ag (Mantegazza et al., 2008). Le recrutement des vésicules 

contenant les composants membranaires de Nox2 vers les phagosomes est 

dépendante de la molécule Rab27a (Jancic et al., 2007) ; les DC murines déficientes en 

Rab27a présentent un défaut dans la présentation croisée due à l'augmentation de la 

dégradation de l'Ag dans les phagosomes plus acides.  

Le rôle de Nox2 et FRO dans la présentation de l’Ag par le CMH-II n’est pas 

totalement élucidée, cependant un défaut de  présentation de l'ovalbumine (OVA) aux 

LyT CD4+ par les DC déficientes en gp91phox ou Rac2 a été démontré (Savina et al., 

Figure 31. Rôle de Nox2 et des FRO dans la présentation antigénique dans les DC. La 

présentation de l’Ag via les molécules CMH II et la présentation croisée dépendent de 

l'environnement du phagosome, influencée par l'afflux de protons, la V-ATPase et des différentes 

protéases. Les FRO libérées par Nox2 régulent le pH intraphagosomal pour mieux préserver l’Ag 

favorisant une présentation antigénique efficace. D’après Kotsias et al. Antioxid Redox Signal 2013 
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2009). 

La production de FRO peut modifier la structure moléculaire de l'Ag, ou des 

protéines impliquées dans les fonctions du phagosome. Par exemple, la présentation 

de l'OVA aux LyT par les DC est améliorée par l'action de l’acide hypochloreux, la 

chloration de l’OVA permet sa liaison aux membranes cellulaires augmentant ainsi 

l'absorption de l’Ag, ainsi que la susceptibilité accrue à la protéolyse due à des 

changements conformationnels dans la structure de la protéine (Prokopowicz et al., 

2010). 

Les autophagosomes formés au cours de l'autophagie, sont une source d'Ag 

intracellulaires pour la molécule de CMH-II ; l’ion superoxyde et H2O2 induisent 

l’autophagie par inhibition de la cystéine protéase Atg4 (Scherz-Shouval et al., 2007). 

3.5.3. Maturation  

La maturation des DC est une étape fondamentale pour l’induction de la réponse 

immunitaire. Les DC immatures subissent ainsi des modifications morphologiques et 

fonctionnelles qui leur confèrent la capacité d’activer les LyT naïfs spécifiques des Ag 

qu’elles présentent. La maturation des DC peut être induite par des médiateurs pro-

inflammatoires endogènes ou par des ligands qui se fixent sur des récepteurs tels que 

les TLR et les NLR, ou encore par une interaction avec un LyT exprimant le CD40 

(Banchereau et al., 2000).  Les voies de signalisation activées au cours de la 

maturation des DC par l’engagement des TLR sont présentées à la fin de ce chapitre 

(section 3.7.1). 

Le processus de maturation induit une modification de la morphologie des cellules 

par un changement du cytosquelette. Les DC perdent leur forme initiale caractérisée 

par de larges feuillets, pour acquérir une structure en étoile constituée de longs 

prolongements cytoplasmiques appelés dendrites (Figure 32). Elles perdent aussi 

l’expression des FcγR ainsi que leur capacité d’endocytose, avec une augmentation de 

l’expression de CD208 (DC-LAMP), une protéine lysosomale qui participe au 

chargement de l’Ag sur les molécules CMH.  

Les molécules CMH-II, qui dans les DC immatures ont une demi-vie courte, sont 

exprimées en association avec un peptide antigénique de façon stable et abondante à 

la surface cellulaire. Le rôle des molécules CMH-II dans la DC n’est pas restreint à la 
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présentation antigénique ; suite à l’interaction avec les LyT,  les molécules CMH-II 

induisent des signaux intracellulaires impliqués dans la prolifération, la synthèse des 

molécules co-stimulatrices, la libération de cytokines et l’apoptose. (Drenou et al., 2005; 

Setterblad et al., 2004) 

Les DC matures expriment alors des molécules leur permettant d’interagir avec 

les LyT en particulier des molécules d’adhérence cellulaire (comme CD54), des 

molécules de co-stimulation de la famille B7 (CD80, CD86, PD-L2, ICOS-L) et de la 

famille du TNF (CD137/4-1BBL, CD134/OX40L, CD70). La maturation modifie aussi la 

migration et l’activation des LyT. (Fancke and O'Keeffe, 2013) 

3.5.4. Migration  

Les DC ont une localisation différente selon leur état de maturation. Les DC 

immatures sont présentes en périphérie. Lors du processus de maturation, les DC 

acquièrent la capacité à migrer vers les organes lymphoïdes secondaires. Cette 

mobilité cellulaire dépend de l’expression de récepteurs de chimiokines par les DC et 

Figure 32. Maturation des DC. L’activation des DC induit des changements morphologiques et 

phénotypiques qui vont leur permettre de migrer vers les ganglions et d’interagir avec les LyT pour 

une présentation antigénique adaptée. Ainsi, la production de cytokines par la DC va moduler la 

réponse adaptative et la diriger vers un profil effecteur ou tolérogène. Adapté de Nim C 2012 
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de l’expression des chimiokines par les cellules des différents organes et tissus. Selon 

leur état de maturation, les DC n’expriment pas les mêmes récepteurs aux chimiokines, 

ce qui explique leur localisation différente (Figure 32). Les DC immatures expriment 

principalement des récepteurs de chimiokines inflammatoires tels que CCR1 (récepteur 

de CCL3, CCL5, CCL7), CCR2 (récepteur de CCL2, CCL8, CCL13), CCR5 (récepteur 

de CCL3, CCL4, CCL5), et CXCR4 (récepteur de CXCL12). Elles vont ainsi être attirées 

par les chimiokines CCL3 (MIP-1α) et CCL5 (RANTES) produites par les macrophages 

lors d’une inflammation. Les cellules de Langerhans expriment aussi le CCR6 (ligand 

de CCL20) favorisant ainsi leur recrutement vers l’épithélium. Après la capture de l’Ag, 

le processus de maturation des DC se traduit par une diminution de l’expression des 

récepteurs de chimiokines CCR1, CCR5 et CCR6 et par l’expression de novo de CCR7. 

Ce dernier va permettre la migration des DC vers les organes lymphoïdes secondaires 

via la lymphe, en réponse aux chimiokines CCL19 et CCL21. Chez la souris 

n’exprimant ni CCL19 ni CCL21, les DC sont incapables de migrer vers les ganglions 

lymphatiques drainants. (Fancke and O'Keeffe, 2013) 

Les DC sont aussi une source de chimiokines. Les DC immatures sécrètent 

constitutivement CCL18 et CCL20 alors que les DC thymiques produisent 

préférentiellement CCL25, une chimiokine activant principalement les thymocytes et les 

macrophages. Suite au processus de maturation, les DC acquièrent la capacité de 

sécréter de nouvelles chimiokines comme CCL2, CXCL18, CXCL10, chimiotactiques 

pour les cellules de l’immunité innée. (Kaisho, 2012) 

3.5.5. Activation des lymphocytes T  

Arrivées dans les organes lymphoïdes secondaires, les DC matures ont pour 

fonction principale l’activation des LyT spécifiques. Les DC  interagissent avec le 

récepteur des LyT (TCR) via les complexes CMH/peptide. En l’absence d’Ag, le contact 

entre les cellules n’est que transitoire. En présence d’Ag le contact cellulaire est plus 

long (atteignant jusqu’à 18 heures), soutenu ou intermittent, et permet d’engager 

l’entrée en mitose et la différentiation des LyT vers un phénotype effecteur et un 

phénotype mémoire. L’activation des LyT passe par la formation d’une synapse 

immunologique. Celle-ci  correspond à une réorganisation de la distribution des 

protéines de surface ainsi que des protéines de signalisation, de transport intracellulaire 

et du cytosquelette. Elle se forme dans la zone de contact entre les membranes 
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plasmiques des deux cellules (DC et LyT), zone où se concentrent, à la surface, les 

molécules d’adhérence, les molécules du CMH et les TCR, les molécules de co-

stimulation et, dans l’espace intracellulaire, les cytokines secrétées. (Fooksman et al., 

2010) 

Chronologiquement, l’engagement du TCR avec le complexe CMH/Ag dans la DC 

constitue le premier signal. Il définit la spécificité de la réponse immunologique puisque 

la combinaison TCR/CMH/Ag est unique. Toutefois, ce signal est insuffisant pour 

activer complètement le LyT. En effet, des lymphocytes stimulés seulement par ce 

signal deviennent apoptotiques ou anergiques. L’engagement de quelques TCR initie 

des modifications du cytosquelette, permettant la redistribution d’autres TCR et des 

molécules de co-stimulation à la surface des LyT. (Mempel et al., 2004) 

La formation de la synapse est consolidée par l’interaction forte entre les 

molécules LFA-1 et ICAM 2/3 exprimées à la surface du LyT et par les molécules 

ICAM-1 (CD54) et DC-SIGN (CD209) exprimées sur la DC mature. Plus le nombre de 

complexes CMH/Ag est important et plus cette fixation initiale est rapide et stable (Taflin 

et al., 2012). Par la suite, les molécules de co-stimulation présentes à la surface des LT 

sont recrutées au niveau de la synapse immunologique pour renforcer le dialogue entre 

la DC et le LyT, constituant ainsi la second signal d’activation (Mempel et al., 2004). 

L’engagement de la molécule CD28 augmente l’expression du gène de l’IL-2 et du gène 

anti- apoptotique Bcl-XL ce qui protège les cellules T du signal apoptotique conféré par 

l’engagement du TCR. D’autres molécules de co-stimulation participent au dialogue 

DC/LyT. Par exemple les interactions CD40/CD40L sont aussi impliquées dans la 

genèse de signaux co-activateurs.  

3.6. Orientation de la réponse immunitaire  

Selon les signaux issus de l’environnement, la DC mature possède un phénotype 

particulier. Cette plasticité de maturation est mise en évidence par sa capacité à 

sécréter différentes cytokines définissant le troisième signal qui participe à l’orientation 

ou polarisation du phénotype des LyT CD4+ activés (Magombedze et al., 2013). (Figure 

33)   
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La reconnaissance de pathogènes intracellulaires bactériens, viraux ou 

parasitaires par la DC induit une réponse de type Th1. Ainsi, elle va sécréter 

préférentiellement des cytokines appartenant à la famille de l’IL-12 (IL-12, IL-23, IL-27), 

de l’IL-18 et des interférons de type I (IFNα, IFNβ). Dans ce contexte, les LyT Th1 vont 

exprimer le facteur de transcription T-bet qui permet une synthèse élevée d’IFNγ. Les 

cellules Th1 participent à la réponse cytotoxique qui vise à la destruction des cellules 

infectées, directement par expression de ligands activateurs de l’apoptose (FasL) et la 

production de cytokines cytotoxiques (TNFα) ou  indirectement en favorisant l’activation 

des LyT CD8+ par production d’lL-2 ou bien encore par activation des macrophages par 

la production de l’IFNγ.  (Magombedze et al., 2013) 

En revanche, la reconnaissance d’allergènes ou de parasites extracellulaires par 

les DC, mène à la sécrétion d’IL-4 et de CCL-2 qui oriente la réponse des LyT CD4+  

vers un phénotype Th2 (Panzer et al., 2012). De même, l’engagement d’OX40 par son 

ligand OX40L semble favoriser cette orientation. Les LyT Th2 expriment le facteur de 

Figure 33. Polarisation T en fonction des cytokines secrétées par les DC. En fonction de l’Ag 

présenté et des cytokines présentes dans le microenvironnement, les LyT CD4+ naïfs peuvent se 

différencier en Th1, Th2, Th9, Th17, Th22, ou Th folliculaires (Tfh). D’après Akdis et al. J Allergy 

Clin Immunol 2012 
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transcription GATA-3 et libèrent de l’IL-4, de l’IL-5 et de l’IL-13. La sécrétion de ces 

cytokines favorise la production d’IgE par les LyB et l’activation des mastocytes et des 

éosinophiles pour éliminer les pathogènes extracellulaires. (Magombedze et al., 2013)    

 Chaque sous-population a la capacité de s’auto-amplifier, inhibant de ce fait 

l’orientation inverse. Ainsi l’IL-2, produite par les Th1, stimule la prolifération des Th1 et 

la sécrétion d’IFNγ inhibe la génération des Th2 et la sécrétion d’IL-4. Au contraire, l’IL-

4, produite par les Th2, stimule la prolifération des Th2. (Liao et al., 2011) 

Cependant, d’autres phénotypes effecteurs de LyT CD4+ ont été décrits : Th17, 

Th22, Th9, Tfh et Treg. L’orientation Th17 semble avoir lieu en présence d’IL-23, de 

TGFβ ou d’IL-6 (Lee et al., 2012). Les LyT Th17 expriment le facteur de transcription 

RORγt et secrètent de l’IL-17 et de l’Il-22 alors que les cellules Th22 produisent de l’IL-

22 et pas d’IL-17. Ces deux types effecteurs de LyT CD4+ participent à la protection 

contre les bactéries extracellulaires ; cependant les Th17 exacerbent l’inflammation 

alors que les Th22 l’atténuent (Akdis et al., 2012). De ce fait, les Th17 paraissent 

intervenir dans le développement de maladies auto-immunes comme la PR (Kushwah 

and Hu, 2011) et sont impliquées dans le rejet aigu lors de transplantations dans un  

modèle murin (Mahnke et al., 2007) et chez l’homme (Taflin et al., 2012). 

Les LyT CD4+ Th9 produisent de l’IL-9 et de l’IL-10 et favorisent la réponse 

inflammatoire (Veldhoen et al., 2008). Les LyT CD4+ folliculaires, Tfh, restent dans les 

organes lymphoïdes secondaires et aident directement à la différentiation des Ly B 

spécifiques vers des plasmocytes. Ils produisent de l’IL-21 qui aide à la prolifération et à 

la différentiation en périphérie des LyB. (Crotty, 2011)   

Outre leur capacité à induire une réponse immune effectrice, les DC participent 

aussi au maintien de la tolérance immunitaire par l’activation des LyT avec fonction 

régulatrice, les LyT régulateurs (Treg) (Bilate and Lafaille, 2012). Les Treg CD4+ 

peuvent être classés en deux 2 groupes : les LyTreg « naturels » et les LyTreg « induits 

». Chez l’homme, les LyTreg naturels, acquièrent leur fonction régulatrice directement 

dans le thymus au cours de leur maturation. Ils sont identifiés par le phénotype CD4+ 

CD25high Foxp3+ (Forkhead box P3). Cependant, Foxp3 est aussi exprimé 

transitoirement dans les LyT humains activés sans déterminer d’activité régulatrice.  

Les Treg sont capables d’inhiber la prolifération des LyT CD4+ et CD8+, la production 

d’anticorps et la commutation de classe des LyB, la cytotoxicité des cellules NK et NKT, 
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la maturation et la fonctionnalité des DC ainsi que les fonctions et la survie des PN. Les 

LyTreg induits, générés en périphérie ou in vitro, sont divisés en sous-populations : les 

CD4+CD25+Foxp3+ induits, les Treg Tr1 et les Treg Th3. Plusieurs médiateurs ont été 

identifiés comme inducteurs de la différentiation des Treg Foxp3+ induits : l’enzyme 

indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO) qui catalyse et épuise le tryptophane de 

l’environnement extracellulaire, l’acide rétinoïque, métabolite de la vitamine A, la 

vitamine D ou le TGF .  La génération des Treg Tr1 requiert la production d’IL-10, d’IL-

21 et l’expression de surface d’ICOSL par les DC. Ces LyT produisent de fortes 

quantités d’IL-10, d’IL-27 et de TGF  médiateurs de leur activité régulatrice. Enfin, les 

Treg Th3 sont associés aux muqueuses et participent à la tolérance induite par voie 

orale. Leur effecteur majeur est le TGF . 

3.7. Implication des voies de signalisation dans la maturation des DC  

L’engagement des ligands de TLR et du récepteur au TNF-α induit la maturation 

des DC par l’activation de nombreuses molécules impliquées dans les voies de 

signalisation majeures, telles que NFκB, MAP kinases (MAPK) et phosphatidyl inositol 

3-kinase (PI3K). 

3.7.1. Activation des voies de signalisation communes aux TLR  

L’engagement des différents TLR active des voies de signalisation communes 

aboutissant à l’activation de facteurs de transcription tels que NFκB, AP-1 ou les IRF 

(pour Interferon Regulatory Factor). Les TLR activent deux voies de signalisation, une 

voie de signalisation dépendante de la molécule adaptatrice MyD88 (myeloid 

differentiation primary response protein 88) et une autre voie de signalisation 

indépendante de MyD88 (Sasai and Yamamoto, 2013). (Figure 34)  

3.7.1.1. Voie dépendante de Myd88  

Myd88 est une des cinq molécules adaptatrices des TLR (Sasai and Yamamoto, 

2013). Elle s’associe à tous les TLR à l’exception du TLR3 et elle est indispensable à la 

synthèse d’IL-6 et d’IL-12p40. MyD88 possède un domaine TIR (Toll-interleukin 1 

receptor) lui permettant d’interagir avec le TLR et un domaine de mort DD (death 

domain) menant au recrutement de kinases IRAK (interleukin-1 receptor associated 

kinase). Il existe 4 molécules IRAK : IRAK-1, IRAK-2, IRAK-4, IRAK-M mais seules, 
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IRAK-4 et IRAK-1 ont une activité kinase intrinsèque. Le recrutement d’IRAK-4 par 

Myd88 induit celui d’IRAK-1 entraînant par la suite sa liaison avec la molécule TRAF-6 

(TNFR-associated factor-6). Le complexe TRAF-6/IRAK-1 se désengage ensuite de son 

récepteur pour interagir avec le complexe TAK1 (TGFβ-associated kinase-1) / TAB1 

(TAK-1 binding protein-1) / TAB2 situé au niveau de la membrane plasmique. IRAK-1 

est ensuite dégradé et le complexe restant subit une translocation dans le cytosol où il 

se lie avec UBC13 (ubiquitin-conjugating enzyme-13) et UEV1A (ubiquitin-conjugating 

enzyme E2 variant 1). Ceci mène à l’ubiquitination de TRAF-6 induisant l’activation de 

TAK1. Cette dernière conduit à l’activation de l’IKK (inhibitor of nuclear factor-κB-

kinase) qui, à son tour, phosphoryle les protéines IκBs libérant ainsi le facteur de 

transcription NFκB (voir la voie NF- B ci-dessous). (O'Neill et al., 2013) 

L’engagement de MyD88 amène aussi à l’activation des MAPK dont p38MAPK, 

JNK, et ERK. En effet, le complexe TAK-1/TAB1/TAB2 phosphoryle les kinases MKK4/7 

et MKK3/6 qui activent JNK ou p38MAPK, respectivement. Les TLR activent aussi la 

MAPKKK Cot/Tpl2 entraînant ainsi l’activation de MEK1/2 qui, à son tour, phosphoryle 

ERK (voir la voie des MAPK ci-dessous). (Chuang et al., 2011) 

Les TLR agissent enfin sur la voie de la PI3K par la formation d’un complexe entre 

Myd88 et PI3K. Ce complexe va ensuite induire la phosphorylation du phosphatidyl 

inositol biphosphate (PIP2) en phosphatidyl inositol triphosphate (PIP3) menant à 

l’activation de PDK-1 puis à celle d’Akt (voir la voie PI3K ci-dessous). (Laird et al., 2009) 

3.7.1.2. Voie indépendante de Myd88  

L’engagement du TLR3 et du TLR4 induit le recrutement de la molécule 

adaptatrice TRIF (TIR domain containing Adapter Protein inducing IFN), appelée aussi 

TICAM-1, qui active une voie de signalisation indépendante de MyD88. TLR3 recrute 

TRIF directement alors que TLR4 le fait par l’intermédiaire de la molécule adaptatrice 

TRAM (TRIF Adapter Protein). TRIF, induit l’activation de TRAF-6 ou de RIP-1 (receptor 

interacting protein-1) entraînant l’activation des IKK afin d’activer NF-κB. Par ailleurs, 

TRIF interagit également avec IKK ε et TBK-1 (TANK-binding kinase 1) phosphorylant 

ainsi le facteur de transcription IFR3 nécessaire à la production des IFN. (O'Neill et al., 

2013) 
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3.7.2. Activation des voies de signalisation par les récepteurs au TNF  

Les effets du TNFα sur les DC passent par l’activation de deux récepteurs 

distincts exprimés à sa surface : TNF-R1 et TNF-R2 (Figure 35). Toutefois, seul 

TNF-R1 est impliqué dans les changements fonctionnels et phénotypiques des DC. 

(Bluml et al., 2012) 

Le TNF-R1 est exprimé à la surface cellulaire sous forme de trimère. La liaison du 

TNFα au TNF-R1 engendre la libération de la molécule SODD (silencer of death 

domain), ce qui permet la fixation de la protéine TRADD (TNFR-associated DD protein), 

protéine cytoplasmique contenant une région DD. TRADD recrute RIP-1 et TRAF-2 

(une E3 ubiquitine ligase). Ce complexe TRADD/TRAF-2/RIP-1 se désengage du 

récepteur et recrute MEKK-3 (MAPK Kinase Kinase) et TAK-1 qui permettent la 

dégradation d’IκB et la libération de NFκB. Par ailleurs, ce complexe, par le recrutement 

Figure 34. Voies des signalisation activées dans les DC par les TLR. D’après O’Neil et al. Nat 

Rev Immunol 2013 
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d’ASK-1 (apoptosis-signalling kinase-1) active les kinases MEK-4 et MEK-6 qui activent 

p38MAPK et JNK. TNF-R1 active aussi d’autres voies de signalisation dont Ras-Raf-

MEK1-ERK et PI3K mais les mécanismes impliqués restent actuellement mal connus. 

3.7.3. Voie NFκB   

La famille NFκB est composée de facteurs de transcription dimériques contenant 

un domaine RHD (Rel-homology domain) qui se lient au niveau du site κB présent dans 

les régions promotrices de nombreux gènes. Il existe, chez les mammifères, cinq 

membres de la famille NFκB: RelA (p65), RelB, C-Rel, p105 (NF-κB1, précurseur de 

p50), p100 (NF-κB2, précurseur de p52). Les protéines NFκB forment des homo- ou 

des hétérodimères et régulent l’expression de nombreux gènes impliqués dans la 

prolifération, l’inflammation et l’immunité. (Oeckinghaus et al., 2011) 

Au repos, NFκB est séquestré dans le cytoplasme sous une forme inactive du fait 

de son interaction avec une famille de protéines inhibitrices appelée IκBs. Cette famille 

est composée de sept membres (IκBα, IκBβ, IκBγ, IκBε, Bcl-3, I κBζ et IκBS). IκBα, 

IκBβ, IκBγ et IκBε empêchent la localisation nucléaire de NF-κB alors que Bcl-3, IκBζ et 

IκBS, présents dans le noyau, interagissent avec NFκB pour réguler son activité 

transcriptionnelle. (Figure 36)  

Figure 35. Schéma de la signalisation initiée par TNFR1 et TNFR2. D’après Blüml et al, Int  

Immunol  2012 
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La forme activée de NFκB la plus fréquente est composée de RelA et de p50. Ce 

hétérodimère est séquestré dans le cytoplasme sous une forme inactive par l’interaction 

avec IκBs. Lors de l’activation des DC par divers stimuli, IκB est phosphorylé par une 

complexe kinase IKK. Ce dernier est composé de deux molécules catalytiques : IKKα et 

IKKβ et une molécule régulatrice NEMO (NFκB essential modulator). Les protéines IκB 

phosphorylées sont poly-ubiquitinylées et dégradées par le protéasome 26S, 

permettant à NFκB actif (p65 / p50) de migrer dans le noyau. Cette voie, dite classique 

ou canonique, est la principale voie d’activation de NFκB. Les sous-unités p50 et C-Rel 

semblent réguler des gènes importants pour l’activation des LyT par les DC (CD40, IL-

12, IL-6) alors que RelA (p65) paraît davantage participer à l’expression des gènes de 

Figure 36. Voie de signalisation NFkB. D’après Oeckinghaus et al. Nat Immunol 2011 
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cytokines inflammatoires tels que le TNFα, l’IL-1α et l’IL-6. 

Une voie alternative ou non canonique d’activation de NFkB peut être engagée 

suite à une stimulation par CD40 ou certains membres de la famille du TNFα, 

conduisant à la formation de l’hétérodimère p52/RelB. La molécule p100, précurseur du 

p52, est retenue dans le cytoplasme par un domaine inhibiteur de la translocation 

nucléaire. Suite à une stimulation, l’ubiquitination de p100 entraîne sa dégradation 

partielle et la génération de p52 mature. Cette dernière forme ensuite un hétérodimère 

avec RelB pour réguler l’expression de gènes cibles.  

3.7.4. Voie des MAPK  

Les MAPK définissent une famille de protéines impliquées dans la transduction de 

signaux conduisant à la prolifération, à la différenciation, ou encore à l’apoptose de 

nombreuses cellules. Chez les mammifères, la voie des MAPK joue aussi un rôle 

important dans la réponse immune en intervenant aussi bien dans l’initiation de la 

réponse immune innée, dans l’activation de la réponse adaptative, que dans la mort 

cellulaire.  (Figure 37) 

Cette famille de protéines peut être divisée en 3 groupes selon leur motif 

d’activation Thréonine-X-tyrosine : ERK (motif Thréonine-Glutamate-Tyrosine) ; JNK 

(motif Thréonine-Proline-Tyrosine) ; p38MAPK (motif Thréonine-Glycine-Tyrosine). 

Ces protéines sont phosphorylées par des kinases situées en amont dont les 

MAPKKK (ou MEKK) puis les MAPKK (ou MEK). Les MAPK vont alors, à leur tour, 

phosphoryler différents substrats en aval tels que des protéines kinases, des facteurs 

de transcription ou des phospholipases. Les protéines JNK et p38MAPK sont fortement 

activées au cours de la réponse inflammatoire alors qu’ERK est principalement 

phosphorylée par des facteurs de croissance. (Martin and Jiang, 2010) 
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3.7.4.1. p38MAPK  

La voie p38MAPK joue un rôle crucial lors de la maturation des DC par le LPS ou 

par le TNFα. Son activation participe à l’expression de diverses protéines par des 

mécanismes transcriptionnelle ou post-transcriptionnelle. La kinase p38 participe ainsi à 

la régulation de l’expression des molécules du CMH-II, des molécules de co-stimulation 

(CD40, CD80, CD86) et de maturation (CD83) ; elle est aussi impliquée dans la 

production de cytokines inflammatoires telles que l’IL-6, l’IL-8, l’IL-12p40, l’IL-12p70 et 

le TNFα. Enfin, elle contribue à la forte capacité allo-stimulatrice des DC matures ainsi 

qu’à la perte de l’endocytose. (Martin and Jiang, 2010) 

3.7.4.2. ERK  

Contrairement à la voie p38MAPK, la voie ERK semble bloquer certaines 

fonctions des DC matures. Après une stimulation par le LPS ou le TNFα, un inhibiteur 

d’ERK n’inhibe pas l’expression du CMH-II, du CD40, du CD80, du CD86 ni du CD83 

suggérant qu’ERK régule négativement la maturation phénotypique. De plus, ERK 

Figure 37. Voie de signalisation MAPK. La transduction du signal via TLR conduit à l'activation 

des trois groupes de MAPK (ERK, p38 et JNK) par une cascade en trois étapes  comme il est 

indiqué sur la gauche de la figure (MAPKKK, MAPKK et MAPK). D’après Martin et Jiang, 

Anticancer Agents Med Chem 2010 
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réduit la sécrétion d’IL-12p40 et d’IL-12p70 après stimulation. Toutefois, la stimulation 

d’ERK augmente la production d’autres cytokines inflammatoires dont l’IL-6, le TNFα, 

l’IL-8 et l’IL-1β. Suite à une activation par un ligand de TLR2, ERK semble conduire à 

une forte sécrétion d’IL-10. Enfin, ERK diminue la capacité des DC à activer des LyT 

allogéniques. (Martin and Jiang, 2010) 

3.7.4.3. JNK  

Comme la voie p38MAPK, la voie JNK participe à l’expression des molécules de 

co-stimulation CD80, CD86, CD54 et de maturation CD83 mais ne semble pas 

participer à celle des molécules du CMH-II ni de CD40. JNK favorise également la 

sécrétion de cytokines inflammatoires comme le TNF-α et l’IL12p70 dans les DC 

activées par le LPS. Néanmoins la voie JNK ne semble pas réguler la sécrétion d’IL-6 ni 

d’IL-12p40. Enfin, cette voie paraît partiellement impliquée dans la perte de 

l’endocytose des DC matures mais n’intervient pas dans la capacité allo-stimulatrice de 

ces cellules. (Martin and Jiang, 2010) 

3.7.5. Voie PI3K  

Les PI3K appartiennent à la sous famille des lipides kinases et sont séparées en 3 

classes selon leur spécificité de substrats et leurs mécanismes de régulation. La classe 

I est sous divisée en 2 groupes : la classe IA et la classe IB. Les PI3K de classe IA sont 

des hétérodimères constitués d’une sous-unité catalytique p110 et d’une sous unité p85 

permettant leur interaction avec les récepteurs tyrosine kinases. Les PI3K de classe IB 

surtout exprimées par les cellules hématopoïétiques possèdent une sous unité 

catalytique p110γ et une sous unité régulatrice p101 facilitant les interactions avec les 

protéines G associées aux récepteurs à 7 domaines transmembranaires. Les PI3K de 

classe II et III sont encore mal caractérisées et ont pour substrat le phosphatidylinositol. 

(van de Laar et al., 2012) 

La voie PI3K semble réguler négativement la réponse engendrée par les ligands 

de TLR. En effet, l’inhibition de PI3K dans des DC activées par divers stimuli mène à 

l’augmentation de l’activité de NFκB. Ceci s’explique en partie par le fait qu’en bloquant 

la PI3K, l’inhibition de GSK3 induite par Akt est levée ; or, GSK3 peut réguler 

l’expression de gènes impliqués dans l’activation de NFκB. (Fukao and Koyasu, 2003) 

(Figure 38) 
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La voie PI3K semble également être essentielle dans la balance Th1/Th2 en 

limitant la sécrétion d’IL-12 favorisant ainsi une orientation Th2 ou en inhibant une 

réponse Th1. En effet, des souris invalidées pour cette voie sont incapables de générer 

une réponse Th2.  Outre sa capacité à moduler l’activation de NFκB, la voie PI3K 

semble aussi pouvoir inhiber la voie p38MAPK bloquant ainsi la transcription de gènes 

dont l’IL-12p40 et l’IL-12p35. La PI3K active Akt, ce qui engendre la phosphorylation 

d’ASK1, une MAPKKK, aboutissant à la perte de l’activité de l’ASK1 kinase. Cette 

dernière supprime ainsi l’activité de MKK3 ou MKK6, molécules situées en amont et 

responsables de la phosphorylation de p38MAPK. De plus, Akt bloque l’activité d’une 

autre MAPKKK, MEKK3 impliquée aussi dans la phosphorylation de p38MAPK. (Fukao 

and Koyasu, 2003)  

Figure 38. Régulation négative de la signalisation TLR par PI3K dans les cellules 

immunitaires innées. D’après Fukao et Koyasu, Trends Immunol 2003 
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Le rôle des PN dans l'immunité a été longtemps limité à la phase aiguë de 

l'inflammation et à la résistance contre les agents pathogènes extracellulaires. 

Toutefois, les données actuelles indiquent que les PN peuvent également jouer 

directement un rôle dans l'immunité adaptative, non seulement par le recrutement 

d'autres cellules immunitaires vers le site de l'inflammation, mais aussi par la  

modulation de leur fonction. 

Dans les tissus, les PN vont établir des communications complexes avec des 

éléments du stroma, avec des cellules de l’immunité innée et avec certaines sous-

populations lymphocytaires (Amulic et al., 2012; Cassatella et al., 2009; Jaillon et al., 

2013). Les PN peuvent participer au recrutement et à l'activation des macrophages 

(Silva, 2010a; Silva, 2010b). Ils vont coopérer avec les cellules NK, comme par 

exemple au cours de la légionellose où l’absence de PN aurait un impact négatif sur 

l’activation fonctionnelle des NK (Costantini and Cassatella, 2011; Jaeger et al., 2012). 

D’autre part, il a été récemment décrit que les PN qui atteignent la rate, interagissent 

avec des LyB de la zone marginale et contribuent à la régulation de la réponse 

humorale indépendamment des LyT (Puga et al., 2012). Les PN communiquent aussi 

avec les LyT ; par exemple, les PN activés induisent la migration des cellules Th1 et 

Th17 grâce à la production de CCL2, et CXCL10 ou CCL2 et CCL20, respectivement 

(Pelletier et al., 2010). 

L'activation des DC peut aussi être modulée par les PN (Ludwig et al., 2006; 

Schuster et al., 2012; van Gisbergen et al., 2005a). Ce mécanisme de régulation étant 

celui sur lequel notre travail expérimental de thèse est basé, le présent chapitre résume 

principalement les données de la littérature démontrant l’effet des PN sur les DC 

(activation et/ou régulation) et l’activation lymphocytaire T ultérieure. 

4.1. La migration dirigée des PN et des DC vers le site inflammatoire 

Pour garantir la communication entre les PN et les DC, ces cellules doivent être 

présentes au même endroit, au même moment. Au cours de la réponse inflammatoire, 

les PN activés sécrètent de nombreuses chimiokines ayant la capacité de recruter et 

d’induire l’accumulation de leucocytes dont les DC (Scapini et al., 2000; Scapini et al., 

2001) (Figure 39). Quelques exemples sont résumés ci-dessous, afin d’illustrer ce 

phénomène important. 
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Dans le cas de l’activation des PN par des protozoaires comme Toxoplasma 

gondii, des chimiokines responsables du recrutement des DC sont libérées comme 

CCL3, CCL4, CCL5 ou CCL20 (Bennouna et al., 2003). L’exposition de PN de souris 

résistantes à Leishmania major, un autre protozoaire, induit la libération de CCL3 

(Charmoy et al., 2010). Cette chimiokine est essentielle pour le recrutement des mo-DC 

sur le site de l'infection ; la déplétion in vivo des PN par un anticorps monoclonal inhibe 

le recrutement de ces DC. Dans le même cadre, l'ingestion de Mycobacterium 

tuberculosis par les PN influence aussi la migration des DC ; les DC qui ont ingérées 

des PN infectés avec M. tuberculosis ont des capacités migratoires meilleures que les 

DC qui ont internalisé  directement la bactérie (Blomgran and Ernst, 2011). 

Les PN sont aussi capables, par plusieurs mécanismes, d’attirer au site 

inflammatoire des monocytes, qui pourront se différencier en DC comme décrit dans le 

chapitre précèdent. Les PN activés libèrent des chimio-attractants classiques comme 

Figure 39. Chimiotactisme croisé des PN et des DC. Les PN produisent des médiateurs 

solubles capables d’attirer les DC et certains de leurs précurseurs (monocytes) au site 

inflammatoire. En parallèle,  les DC peuvent attirer les PN par la production dl’IL-8 par exemple. 

Les lignes continues correspondent  aux cellules cibles des molécules libérées, les lignes 

discontinues représentent la direction de migration des cellules cibles en réponse à ces 

molécules. 
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CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-1α), CCL20 (MIP-3α) et CCL19 (MIP-3β) (Scapini et al., 

2001). De plus, de manière originale, les PN utilisent certaines de leurs protéines 

granulaires pour induire la mobilisation de monocytes in vivo, comme par exemple LL-

37, les défensines l’azurocidine (HBP/CAP37), la LF et la CATG. Ces molécules 

contribuent à l’attraction des DC soit directement, soit indirectement en induisant la forte 

production de CCL3 et CCL5 (de la Rosa et al., 2008; Yang et al., 2000a; Yang et al., 

2000b; Yang et al., 2007). Le recrutement des monocytes est également favorisé 

indirectement par les PN grâce à la régulation positive de facteurs d’adhérence 

endothéliale, l’augmentation de la perméabilité trans-endothéliale, la production de 

facteurs chimio-attractants par d'autres types cellulaires et la modulation de l'activité de 

ces chimiokines par traitement protéolytique (Soehnlein et al., 2009) (Figure 39). De 

plus, les PN libèrent des protéases, telles que la CATG et l'ELA, qui peuvent convertir 

des chimiokines inactives non classiques, comme la pro-chemerine, en molécules 

chimio-attractantes (Wittamer et al., 2005). 

Les DC produisent également des chimiokines en réponse à différents stimuli de 

maturation (TNFα ou LPS) ; en particulier, l’IL8, produite rapidement, est fortement 

chimioattractante pour les PN et se trouve ainsi à l’origine d’une boucle d’auto-

amplification du regroupement des PN et des DC. (Sallusto et al., 1999; Scimone et al., 

2005). 

4.2. Les interactions PN-DC induisent des modulations fonctionnelles 

Dans le paragraphe précédent, nous avons vu que la production de chimiokines 

par les PN et les DC activés assure la migration de ces deux types cellulaires au site 

inflammatoire. Donc, au cours de la réponse inflammatoire, ces cellules vont établir des 

communications à l’origine de modulations fonctionnelles variées. L’ensemble de ces 

données sont résumées dans la Figure 40. 

4.2.1. Les PN régulent la maturation et l’activation des DC 

La première mise en évidence de cette coopération fonctionnelle a été présentée 

par Bennouna et al., qui ont montré que le surnageant de culture de PN de souris 

stimulés par T. gondii induisait in vitro la maturation de DC, ainsi que la production 

d’IL-12 et de TNFα. Le TNFα produit par les PN serait à l’origine de cet effet. La 
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pertinence in vivo a été démontrée dans un modèle de souris dépourvues de PN et 

infectées par T. gondii (Bennouna et al., 2003; Bennouna and Denkers, 2005).  

D’autres études ont démontré l’importance de la liaison entre DC-SIGN, Mac-1 

(CD11b/CD18) et CEACAM1 (CD66a) (Bogoevska et al., 2006; van Gisbergen et al., 

2005b; van Gisbergen et al., 2005c). La protéine de surface DC-SIGN est une lectine 

de type C, exprimée par les DC, présentant une forte spécificité pour les glucides de 

type LewisX non sialylés et pour les structures riches en mannose (Appelmelk et al., 

2003). Les PN expriment quelques protéines riches en ce type de glucides, en 

particulier Mac-1 et CEACAM1 (Lucka et al., 2005; Skubitz and Snook, 1987) dont 

l’expression augmente au cours de l’activation. De ce fait, les PN activés peuvent 

fortement se fixer au DC-SIGN des DC. La maturation des DC nécessite par contre un 

second signal, comme la libération ou l’expression du TNFα par les PN (van Gisbergen 

et al., 2005b; van Gisbergen et al., 2005c).  

L’interaction cellulaire directe entre les PN et les DC a été aussi montrée in vivo 

chez des patients atteints de la maladie de Crohn (van Gisbergen et al., 2005c). Dans 

la muqueuse colique de ces patients se trouvent deux populations de DC qui peuvent 

être distinguées par l'expression de CD83 et DC-SIGN (te Velde et al., 2003). On 

observe que des DC DC-SIGN+ et des PN exprimant CEACAM1 et/ou Mac-1 y sont en 

contact. 

Parmi les médiateurs solubles libérés par les PN activés, les alarmines comme l’α-

défensine, les cathélicidines et la LF (Yang et al., 2009) peuvent activer les DC. Les 

défensines utilisées comme adjuvants sont capables d’induire la maturation des DC et 

d’augmenter la réponse adaptative (Lillard et al., 1999). Le peptide antimicrobien LL-37 

(forme mature de la cathelcidine hCAP-18), est capable d’induire la différenciation et la 

maturation des moDC (Bandholtz et al., 2006; Davidson et al., 2004) ; de plus, en se 

fixant à l'ADN, elle le rend immunogène  et ce complexe a la capacité d’activer les pDC 

(Lande et al., 2007). Pour sa part, la LF agit comme une alarmine ayant la capacité 

d’activer les moDC et les DC CD1c+ (BDCA-1) (de la Rosa et al., 2008; Spadaro et al., 

2008) ; ces DC présentent une augmentation de molécules de maturation à leur 

surface, produisent des cytokines pro-inflammatoires, et acquièrent la capacité à migrer 

vers les organes lymphoïdes suivant la chimiokine CCL21. 
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Ces alarmines ont aussi été décrites comme inhibitrices de l’activation des DC 

dans certaines conditions. C’est le cas de la cathélicidine LL-37 ; elle diminue 

l’activation des moDC sous l’effet d’agonistes de TLR (LPS, flagelline et acide 

lipotéichoïque), effet répercuté  sur la capacité de ces DC à activer les LyT (Kandler et 

al., 2006). Cet effet anti-inflammatoire original a été confirmé in vivo dans un modèle 

murin de dermatite de contact en utilisant l’homologue murin de LL37, mCRAMP ; il agit 

au niveau de la phase de sensibilisation via l’inhibition de la voie de TLR4 (Di Nardo et 

al., 2007).  

La LF possède aussi un rôle modulateur de la réponse inflammatoire, grâce à sa 

capacité de séquestrer le LPS pour protéger l’organisme du choc septique (Drago-

Serrano et al., 2012) et à réguler négativement  l’activation cellulaire via TLR-4 (Ando et 

al., 2010).  

La MPO, une autre protéine présente dans les granulations des PN, a récemment 

été décrite comme molécule modulatrice de la maturation des DC (Odobasic et al., 

2013). Dans ce travail, il a été montré que la MPO libérée par les PN dans les ganglions 

lymphatiques interagissait avec les DC in vivo lors de l’induction de la réponse 

adaptative. De plus, in vitro, la MPO, via la génération de dérivés enzymatiques réactifs, 

atténue l'immunité adaptative en inhibant l’activation des DC murines et humaines, la 

prise en charge de l’Ag et la migration aux ganglions. 

Maffia et al., ont également décrit que l’ELA est capable de réguler négativement 

les DC et d’induire la production de TGFβ (Maffia et al., 2007). Dans un modèle in vitro 

de co-culture des PBMC et PN activés par le LPS ou C. albicans, l’ELA et aussi la 

CATG libérées par les PN diminuent la production des cytokines pro-inflammatoires par 

les DC (Gresnigt et al., 2012).  

A la différence de ces protéases, l’incubation de la PR3 issue des PN active les 

DC. Elle induit l’expression de molécules de la maturation (CD83 et HLA-DR), des 

molécules de co-stimulation (CD40, CD86 et CD80) et de plus, ces DC acquièrent la 

capacité d’activer les LyT (Csernok et al., 2006).  

Au cours de leur activation, les PN peuvent aussi libérer des microparticules 

dérivées de la membrane cellulaire, les ectosomes (Hess et al., 1999). Eken et al., ont 

montré que ces ectosomes inhibaient la maturation de moDC sous l’effet du LPS (Eken 

et al., 2008). De plus, ils ont observé que la présence des ectosomes inhibait aussi la 
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formation de dendrites et la capacité de phagocytose. Deux mécanismes seraient 

responsables de cette régulation négative des DC. Le premier serait dû à la 

phosphatidylsérine exprimée à la surface des ectosomes, le second à la production de 

TGFβ, à la fois par les DC immatures et les DC stimulées par le LPS. Ces travaux ont 

été confirmés par notre équipe et complétés par une étude de voies de signalisation et 

des gènes régulateurs impliqués dans cette reprogrammation des DC (Turbica et al, 

2013, manuscrit en préparation). 

Figure 40. Modulation de l’activation des DC par les PN. Les PN, selon le contexte 

inflammatoire, peuvent moduler positivement ou négativement les DC ; le contact cellulaire et/ou 

la libération des médiateurs solubles comme le TNFα, les alarmines ou la PR3, par exemple, 

induisent la maturation des DC. A l’inverse, ce même contact cellulaire et la production d’autres 

médiateurs solubles par les DC favorisent la survie des PN. Par contre, certaines de ces 

alarmines dans un autre contexte sont plutôt anti-inflammatoires. L’ELA et les ectosomes 

induisent la production de TGFβ par les DC. 
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4.2.2. Les DC régulent la survie et l’activation des PN 

Comme décrit ci-dessus, un certain nombre de travaux ont décrit les effets des PN 

sur les DC. Par contre, l’interaction inverse est peu décrite dans la littérature. 

Dans ses travaux, van Gisbergen a décrit l’importance de l’expression des 

protéines Mac-1 et CEACAM1 sur les PN pour assurer un contact efficace avec les DC 

et la modulation de leur  maturation (van Gisbergen et al., 2005b). Par contre, du côté 

des PN, la liaison de ces protéines peut moduler leur survie (Singer et al., 2005; Yan et 

al., 2004), retardant leur apoptose. 

Dans une étude récente qui complète ces données,  la co-culture de PN avec des 

slan-DC induit une boucle de rétro-activation qui prolonge la survie des deux cellules 

mais serait indépendante du contact cellulaire (Micheletti et al., 2013).  

En ce qui concerne l’activation des PN par des DC, Tsuda et al., montrent que des 

PN mis en contact avec des pDC et des mDC augmentent leur expression de CD50, 

CD63 et CD64 et libèrent de l’ELA et de la MPO (Tsuda et al., 2007). Les DC peuvent 

activer les PN directement car des associations cellulaires ont été visualisées. Ce 

contact cellulaire est important car la culture de PN avec des surnageants de pDC ou 

mDC ne reproduit pas ces effets activateurs. Ils suggèrent, également l’implication de la 

molécule DC-SING dans cette interaction cellulaire. 

4.3. L’état des PN peut influencer la modulation des DC  

Pour évaluer l'impact des PN sur l'activation des DC, il est essentiel de déterminer 

s'ils sont engagés dans un processus d’activation ou de mort cellulaire (apoptose, 

nécrose ou NETose). Ce paramètre est important car les PN sont rapidement 

apoptotiques dans les foyers inflammatoires (comme décrit dans le chapitre PN ci-

dessus). Dans les paragraphes précédents, les données concernaient les PN activés 

non engagés dans un programme de mort cellulaire. Ce paragraphe abordera les effets 

des PN sur les DC selon ce dernier paramètre. Figure  41 

Plusieurs études ont démontré que le contact de macrophages avec des PN 
apoptotiques conduisait à une réponse anti-inflammatoire puissante (Majai et al., 

2010). En effet, les DC sont capables de phagocyter des PN apoptotiques et 

nécrotiques (Clayton et al., 2003), ce qui se traduit par l’expression de CD83 et 

HLA-DR, une diminution des molécules de co-stimulation CD86, CD80 et CD40 et une 



Chapitre 4 : L’interaction entre les PN et les DC 

 

138 | Page 

 

diminution de la capacité de ces DC à activer les LyT. Par contre, la présence d’un 

stimulus activateur de la DC (TNFα ou LPS) pendant l’ingestion de PN apoptotiques, 

renverse partiellement ces effets régulateurs et cette réversion n’est pas observée si les 

PN sont nécrotiques (Majai et al., 2010).  

La NETose (introduite dans le chapitre 2) a été initialement décrite comme un 

autre type de mort cellulaire des PN caractérisée par la libération de NETs (Brinkmann 

et al., 2004). Actuellement, la NETose est plutôt considérée comme un état d’activation 

particulier des PN et non comme un état de mort cellulaire. Plusieurs des médiateurs 

solubles décrits dans les paragraphes précédents sont présents sur ces NETs (LF, 

ELA, CATG, MPO, entre autres) ; les NETs représentent à eux seul un mécanisme 

original d’exposition de ces protéines. Par exemple, HMGB1 est une alarmine capable 

d’attirer et activer les DC (Messmer et al., 2004; Yang et al., 2007). Dans les PN, 

HMGB1 est présente dans des vésicules cytoplasmiques et dans le noyau mais elle 

n’est pas libérée par dégranulation ou nécrose (Rovere-Querini et al., 2004) ; la 

Figure 41. Etat des PN module de manière différentielle l’activation des DC. Les PN 

apoptotiques et nécrotiques induisent l’expression de CD83 à la surface des DC mais pas celle 

de molécules de co-stimulation, inhibant ainsi la capacité des DC à activer les LyT. Cet effet est 

inversé quand les DC phagocytent des PN apoptotiques en présence d’un stimulus pro-

inflammatoire (LPS, TNFα). Les NETs libérés pendant le processus de NETose exposent des 

complexes ADN/protéines qui sont immunogènes et activent les pDC, c’est le cas des complexes  

ADN/LL-37 dans le LES et le psoriasis. Dans les vascularites, les NETs peuvent transférer des 

auto-Ag aux mDC et induire l’activation de ces cellules. 



Chapitre 4 : L’interaction entre les PN et les DC 

 

Page | 139 

 

présence de cette molécule modulatrice des DC à la surface des NETs est donc 

essentielle pour l’exposer aux cellules du système immunitaire (Garcia-Romo et al., 

2011).   

4.3.1. NETs et pDC 

La modulation de la réponse immunitaire par les NETs a été principalement 

décrite au cours des maladies auto-immunes, car les protéines liées aux NETs sont de 

potentielles cibles d’auto-Ac (PR3, MPO, Histones). De plus, les complexes 

ADN/protéines des NETs ont la capacité d’activer les pDC, et ainsi la production 

d’INFα, signature de certaines pathologies inflammatoires chroniques (de Chaisemartin 

et al., 2013; Knight et al., 2012). Au cours du psoriasis, il a été montré que l’ADN du Soi 

devient immunogène quand il forme des complexes avec des protéines du PN comme 

LL37, SLPI ou l’ELA ; ces complexes, en particulier à la surface  des NETs, auront la 

capacité d’activer les pDC (Lande et al., 2007; Skrzeczynska-Moncznik et al., 2012). De 

la même manière, ce complexe ADN/LL37 est impliqué au cours du LES en activant 

également les pDC par la voie du TLR9, déclenchant la production d'INF  (Garcia-

Romo et al., 2011; Lande et al., 2011) ; cela conduit à l'activation des LyB qui 

produisent des auto-anticorps contre ces deux composants. Ces complexes immuns 

activent eux-mêmes les PN, aboutissant ainsi à une boucle d’amplification du 

phénomène au cœur de la pathogenie du LES.  

L’activation des pDC par les NETs, principalement par le complexe ADN/LL-37, a 

également été étudiée chez les souris diabétiques de type 1 (Diana et al., 2013). Une 

infiltration précoce du pancréas de ces souris par des LyB, des pDC et des PN, ainsi 

que la présence de NETs ont été observées in situ. Il est  proposé que la mort des 

cellules-β du pancréas pourrait déclencher la sécrétion d’IgG spécifiques de l'ADN 

double brin par ces LyB ; ces IgG, formant des complexes immuns, activeraient les PN 

via les FcγR, amenant à la libération de  CRAMP (homologue murin du LL-37) et des 

NETs. Ce sont les complexes anti-ADN/ADN et ADN/CRAMP qui activeraient les pDC 

dans ce modèle de diabète auto-immun. 

4.3.2. NETs et DC myéloïdes 

Dans le cas des vascularites à ANCA, le rôle de NETs n’implique pas les pDC 

mais plutôt les DC myéloïdes (Sangaletti et al., 2012). Les deux protéines-cibles des 
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auto-AC dans ces maladies, la PR3 et la MPO, sont associées aux NETs avec leurs 

structure et fonction préservées. Le travail de Sangaletti et al., in vivo chez la souris, 

propose que le rôle des NET dans la physiopathologie des vascularites à ANCA passe 

par l’activation de moDC et le transfert des auto-Ag qui y sont associés. Ces 

hypothèses sont confortées par l’observation de lésions cutanées chez des patients au 

cours des vascularites, montrant que les mDC contiennent de la MPO et qu’elles 

interagissent directement avec des NETs. 

4.4. Un trio cellulaire : la communication entre les DC et les PN peut 
moduler la réponse lymphocytaire 

Les différents signaux qui vont moduler la maturation des DC vont aussi influencer 

la polarisation des LyT CD4+ qui peuvent devenir principalement des cellules Th1, Th2, 

Th17 ou Treg (Kalinski et al., 1999).  

L’importance des PN dans le développement de la réponse adaptative est mise en 

évidence par les travaux de Park et al. Ces auteurs ont observé une accumulation  de 

mDC dans les poumons de patients neutropéniques atteints d'aspergillose invasive et 

chez des souris présentant une neutropénie induite expérimentalement et infectées par 

A. fumigatus (Park et al., 2010).  En effet, au cours de cette infection pulmonaire, c’est 

le contact des PN avec les DC qui induit la maturation de ces dernières et permet leur 

migration vers les ganglions lymphoïdes et la poursuite de la réponse adaptative (Park 

et al., 2012). 

La présence de PN a été impliquée dans la réponse efficace des LyT contre C. 

albicans, L. pneumophila et H. pylori (Ismail et al., 2003; Romani et al., 1997; Tateda et 

al., 2001) ; leur rôle dans la modulation de la polarisation de la réponse lymphocytaire T 

par l’intermédiaire des DC semble plus pertinent que via une interaction directe avec les 

LyT (Banchereau et al., 2000). C’est effectivement au cours des infections que 

l’influence des PN sur la polarisation des LyT par les DC a été la mieux observée. Lors 

de l’exposition à T. gondii, L. mayor et M. tuberculosis, les PN activent les DC et 

induisent une réponse Th1 (Bennouna et al., 2003; Blomgran and Ernst, 2011; 

Charmoy et al., 2010). Cette polarisation Th1 est aussi favorisée pendant la maturation 

des DC par les contacts cellulaires entre Mac-1/CEACAM et DC-SIGN (van Gisbergen 

et al., 2005b; van Gisbergen et al., 2005c). De plus, l'administration exogène 
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d’alarmines comme les α-défensines, cathelicidines, LF ou HMGB1, en même temps 

que l’Ag va promouvoir une réponse spécifique de LyT Th1 (Yang et al., 2009). 

D’autre part, il a été décrit que l’ELA des PN induisait la production de TGFβ1 par 

les DC in vitro (Maffia et al., 2007) ; ces DC productrices de TGFβ1, vont promouvoir la 

production de Treg CD4+FOXP3+ (Tateosian et al., 2011).  

De manière intéressante, les PN ont aussi la capacité de transférer des Ag aux 

DC qui vont les présenter via les molécules CMH et induire la réponse lymphocytaire. 

Albert et al., ont montré que les DC humaines peuvent internaliser des Ag après la 

phagocytose de PN apoptotiques, les présenter par  le CMH-I et ainsi activer les LyT 

CD8+ (Albert et al., 1998). Ceci a été confirmé dans un modèle d’infection avec C. 

albicans (Megiovanni et al., 2006) ; la co-culture de DC avec des PN prétraités avec 

cette levure induit la réponse des LyT autologues. Ce phénomène implique soit la 

phagocytose des PN apoptotiques, soit le transfert d’Ag par contact cellulaire entre les 

DC et les PN infectés. De la même manière, au cours de l’infection avec M. 

tuberculosis, les DC peuvent internaliser des Ag déjà pris en charge par les PN infectés 

ou bien les prendre en charge elles-mêmes directement (Morel et al., 2008). Ce 

mécanisme de transfert d’Ag n’est pas encore bien connu. Les PN ont aussi la capacité 

de capturer des microorganismes, comme Mycobacterium bovis, dans le tissu 

périphérique et les transporter vers les organes lymphoïdes, où ils rencontrent les DC 

pour le transfert des Ag (Abadie et al., 2005). Cependant, il a aussi été montré que 

dans un autre contexte infectieux, la phagocytose des PN infectés par L. major par les 

DC aura un impact plutôt régulateur dans l’activation des lymphocytes (Ribeiro-Gomes 

et al., 2012). 

Enfin,  comme mentionné précédemment, au cours des vascularites auto-

immunes à ANCA, les PN en NETose interagissent avec des DC myéloïdes, ce qui 

permet  le transfert d’auto-Ag (PR3/MPO) aux DC, leur présentation aux LyT et, ainsi, 

l’amplification de la réponse auto-immune (Sangaletti et al., 2012). 

Au total, les interactions entre les PN et les DC sont variées et nombreuses. En 

particulier, les PN peuvent moduler la maturation des DC, sur un mode activateur ou 

bien régulateur, selon l’environnement. Quelques travaux récents concernant en 

particulier la physiopathologie des maladies auto-immunes, ont suggéré que les NETs 
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pourraient moduler les fonctions des pDC et des mDC, et de ce fait, l’activation des LyT 

auto-réactifs. 
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L’objectif de ce travail a consisté à mieux comprendre le rôle des PN dans la 
modulation fonctionnelle des DC, afin de documenter les liens majeurs qui existent 

entre immunité innée et immunité adaptative. 

Parmi les nombreuses fonctions que possède le PN, nous avons choisi d’explorer 

le rôle de la NETose, c’est à dire la production de « Neutrophil Extracellular Traps » 

(NETs). Lors de l’activation des PN, la libération rapide de NETs permet l’exposition 

extracellulaire de nombreux médiateurs issus des granulations, du cytoplasme ou du 

noyau sur un squelette relativement rigide de chromatine. L’ensemble de ces 

composants peuvent réagir avec les cellules et tissus environnants, en particulier avec 

les DC du site inflammatoire, où ces deux types cellulaires coexistent.  

Des travaux précédents de notre équipe avaient montré que certains Escherichia 

coli entéropathogènes (DAEC Afa/Dr) étaient inducteurs de NETose. Ces bactéries 

étaient aussi détruites par les NETs grâce à l’effet microbicide attendu, mais nous 

avions démontré que, lors de la NETose, les protéases des NETs étaient également 

délétères pour les cellules épithéliales digestives environnantes. Ces premiers travaux 

nous ont ainsi permis de faire l’hypothèse de l’action des nombreux composants des 

NETs, en particulier des protéases, sur les cellules du site inflammatoire.  

D’autre part, certains travaux de la littérature, quasiment limités au contexte de la 

physiopathologie du lupus, ont montré que les complexes ADN/protéines des NETs, en 

se fixant au TLR9, induisaient l’activation des DC plasmacytoïdes (pDC) et la 

production d’INFα. De plus, certaines protéines présentes sur les NETs sont connues 

pour moduler les DC, comme la LF qui stimule la maturation,  l’ELA  qui induit la 

production de TGFβ ou encore HMGB1 et l’α-défensine  qui les recrutent. 

Ce travail de thèse a été structuré en deux parties : 1) la production d‘un outil 

biologique constitué par des NETs isolés, 2) l’analyse du mécanisme d’action de ces 

NETs isolés sur des DC humaines. 

L’objectif de la première partie a consisté en la mise au point d’un protocole 

standardisé de production, isolement, caractérisation et quantification de NETs issus de 

PN humains sanguins. La séparation des filaments de NETs des PN est une étape 

primordiale dans ce projet car les PN per se ont la capacité de moduler les DC. 

Dans la deuxième partie du travail de thèse, les effets de ces NETs isolés ont été 

étudiés sur des DC dérivées de monocytes sanguins humains (moDC). Nous avons 
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étudié en parallèle l’effet direct des NETs sur les moDC, ainsi que leur effet modulateur 

de la maturation induite par le LPS (phénotype, production de cytokines, migration). 

Enfin, nous avons déterminé les conséquences de cette présence de NETs sur la 

capacité des moDC matures à activer des LyT CD4+ naïfs et à polariser leur réponse. 
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5.1 Isolement des polynucléaires neutrophiles sanguins humains (PN) 

Les PN sont obtenus à partir de poches de sang de donneurs sains fournies par 

l’Etablissement Français du Sang (EFS - Rungis, France). Dans un premier temps, les 

leucocytes sont séparés par sédimentation sur un milieu de séparation contenant 5% 

Dextran T500® (Pharmacia, Uppsala, Suède) dans du sérum physiologique à 0.9% de 

NaCl. Les PN sont ensuite séparés des cellules mononucléées par centrifugation sur un 

gradient de Ficoll (Eurobio, Les Ulis, France). Les globules rouges  sont  éliminés par 

lyse hypotonique et les PN resuspendus dans du milieu HBSS (Hank's buffered salt 

solution) (Gibco Life Technologies, Saint Aubin, France) contenant 0.05% de sérum de 

veau fœtal (SVF) (PAA, Les Mureaux, France) et 10 mM d’Hépès (Gibco). 

5.2 Libération de NETs en réponse au PMA ou à l’ionophore calcique 
A23187  

Les PN sont immédiatement déposés dans des microplaques de culture de 96 

puits à fond plat, noires (2x105 cellules/puits), en présence de 5 μM de Sytox Green 

(Invitrogen, Saint Aubin, France), marqueur fluorescent de l’ADN extracellulaire. Les PN 

sont alors stimulés avec des concentrations croissantes de phorbol 12-myristate 13-

acétate (PMA) (2 à 250 nM) (Sigma Aldrich, Lyon, France) ou de l’ionophore de calcium 

A23187 (0.2 μM à 25 μM) (EMD chemicals, San Diego, CA) à 37°C, sous 5% de CO2 et 

à l’obscurité. L’ADN libéré est quantifié par mesure de la fluorescence du Sytox à 0, 60, 

120, 180 et 240 minutes, grâce à un lecteur de fluorescence pour microplaques 

(TristarTM LB941 BERTHOLD, Bad Wildbad, Germany) (longueur d’onde 

d’excitation : 485 nm et longueur d’onde d’émission : 527 nm). Tous les échantillons 

sont traités en double. Ces expériences ont permis de déterminer  la concentration 

optimale  de chaque stimulant, ainsi que le temps de libération maximale de NETs.  

5.3 Observation des NETs par immunofluorescence 

Les PN fraîchement isolés sont distribués sur des lamelles de verre recouvertes 

de polylysine (2x105 cellules/puits) puis traités avec 50 nM de PMA ou 5 μM d’A23187 à 

37°C. Après 3 heures d’activation, les cellules sont  fixées à température ambiante à 

l’aide d’une solution de paraformaldéhyde (PFA) (Electron Microscopy Sciences, 

Hartfield, PA) à 4% en PBS  (phosphate-buffered saline) (Gibco Life Technologies). Les 

échantillons sont lavés avec du PBS, bloqués avec 2% de BSA (bovine serum albumin) 
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(PAA) et incubés avec des anticorps anti-ELA, anti-LF (Sigma Aldrich), anti-histone 3 

(H3) (EMD chemicals) ou anti-H3cit (H3 citrullinée ) (clone ab5103, Abcam, Cambrige, 

UK) pendant 30 min à température ambiante, puis incubés pendant 30 minutes avec un 

anticorps secondaire approprié couplé à l’Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, 

Karlsruhe, Germany). Des anticorps contrôles isotopiques sont utilisés en parallèle. 

Après lavage des échantillons, les lamelles sont montées dans un milieu contenant  du 

DAPI (4’,6-diamidino-2-phénylindole) (Southern Biotech, Birmingham, USA) pour 

marquer l’ADN. Les cellules sont observées grâce à  un microscope inversé à 

épifluorescence (AxioObserver Z1_Colibri, Zeiss, Germany) équipé d’une caméra MRm 

CCD. Toutes les images sont acquises avec un objectif à immersion Plan-Apochromat 

63X / 1.4 NO, utilisant deux diodes (365 nm and 470 nm) pour l’excitation et deux filtres 

passe-bande (445/450 nm and 530/550 nm) pour analyser les fluorescences bleue et 

verte, respectivement. 

5.4 Comparaisons des  différentes nucléases pour la récupération des 
NETs 

Dans un premier temps, 4μg de λDNA purifié (Invitrogen) ont été traités avec 4 

U/mL de DNase I (Sigma Aldrich), 4 U/mL de MNase (New England BioLabs, France), 

ou 4 U/mL d’AluI (New England BioLabs) pendant  20min à 37°C. Les échantillons 

récupérés ont migré dans un gel d’agarose 0.8% v/v, préparé dans du tampon Tris-

acétate-EDTA  et contenant 0.5 μg/ml de bromure d’ethidium (BET), à 100V pendant  

30 minutes. Les fragments d’ADN sont observés par exposition dans le 

trans-illuminateur UV MiniBIS-Pro (DNR Bio-imaging Systems). 

Ensuite, les PN activés avec l’A23187 (5μM), 3 h à 37ºC, dans des plaques de 

culture à 12 puits (1,5x106 PN/puits), ont été traités avec des concentrations 

croissantes d’AluI, DNaseI, ou MNase (0, 0.8, 4, et 20 U/mL) pendant 20 min à 37°C. 

Les surnageants récupérés de chaque puits ont été traités ensuite comme décrit ci-

dessus, pour les analyser par électrophorèse en gel d’agarose. 

5.5 Isolement des NETs 

Les PN sont déposés en plaque de culture à 12 puits (1.5x106 cellules/puits) et 

activés avec 50 nM de PMA ou 5 μM d’A23187 pendant 3 heures à 37ºC, sous 5% de 

CO2. Après deux lavages doux avec 1 mL de PBS, chaque puits est incubé pendant 20 
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min à 37°C avec 350 μL de HBSS contenant 4 U/mL de l’enzyme de restriction Alu I. Le 

surnageant de chaque puits est récupéré et centrifugé 5 minutes à 300 xg, 4ºC, pour 

éliminer les cellules et les débris cellulaires. Les surnageants riches en NETs sont alors 

caractérisés (concentration en ADN et en protéines). Figure 42  

5.6 Observation et quantification de l’ADN des NETs isolés 

La taille des fragments d’ADN obtenus est estimée après électrophorèse des 

échantillons en gel d’agarose comme décrit ci-dessus. 

L’ADN est quantifié dans les échantillons de NETs à l’aide de Quant-iT™ 

PicoGreen® dsDNA (Molecular Probes), colorant ayant une forte affinité pour l’ADN 

double brin (ADNdb) en solution. La calibration est réalisée grâce à des échantillons 

étalons entre 30 and 1000 ng/mL d’ADNdb. La fluorescence des échantillons est 

Figure 42. Protocole d’isolement des NETs 
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quantifiée à l’aide d’un lecteur de microplaques à fluorescence (TristarTM LB941). 

5.7. Observation et quantification des protéines totales et de certaines 
protéines majeures des NETs (H3, histone 3 citrulliné et LF) 

Les protéines totales des NETs sont quantifiées par une technique utilisant l’acide 

bicinchoninique (Pierce, Rockford, IL, USA). L’analyse qualitative de la variété des 

protéines est effectuée par SDS-PAGE. Pour cela, les protéines des NETs (30 μg de 

protéines totales) sont séparées dans des conditions dénaturantes et réductrices par 

migration électrophorétique sur un gel à 15% d’acrylamide. Après fixation par une 

solution éthanol/acide acétique, les protéines sont révélées par une coloration au nitrate 

d’argent (protocole de l’IFR 141, IPSIT «Institut Paris-Sud d’Innovation Thérapeutique» 

plateforme de transcriptomique et protéomique). 

Deux protéines majeures des NETs sont dosées par western blot quantitatif 

(Urban et al., 2009). Dans des puits différents d’un même gel sont chargés 30 μg de 

protéines totales de NETs et, pour l’étalonnage, des concentrations croissantes d’H3 

purifiée (0.5–2 ng/μL) ou de LF purifiée (0.5–2 ng/μL) (Sigma Aldrich). Après séparation 

électrophorétique, les protéines sont transférées sur des membranes Hybond 

(Amersham Biosciences, Vélizy-Villacoublay, France) pendant une nuit à 40 V, à 4ºC. 

Les membranes sont saturées avec de la BSA, puis incubées avec des anticorps 

spécifiques anti- H3 et anti-LF. La fixation de ces anticorps primaires est révélée grâce 

à un sérum de chèvre anti-IgG de lapin conjugué à la peroxydase de raifort (Cell 

Signaling Technology, Danvers, MA) et visualisée par chimioluminescence grâce à l’EZ 

ECL (Biological Industries, Israel). Cette méthodologie a également permis de mettre en 

évidence l’histone 3 citrullinée. 

5.8 Quantification de l’activité ELA des NETs isolés 

L’activité ELA des échantillons de NETs est mesurée par une méthode 

enzymatique utilisant un substrat de l’ELA, le Boc-Ala-Ala-Pro-Ala-pNA (Boc = t-

butoxycarbonyl; pNA = para-nitroanilide) (EMD chemicals)  dans un tampon phosphate 

20 mM contenant 0.15 M de NaCl, 0.1 mM d’EDTA et 0.1% de PEG-8000 à pH 7,4. La 

solution de NETs est incubée avec le substrat de l’ELA dans une proportion de 1:10 

(v/v) et la vitesse initiale de libération de pNA est suivie par la mesure de l’absorbance à 

405 nm. Une gamme d’étalonnage est réalisée en parallèle avec de l’ELA purifiée de  
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PN humains  (EMD chemicals). L’activité ELA des échantillons NETs est ainsi calculée 

à partir de la pente de la courbe de la vitesse de réaction, à l’aide du logiciel 

GraphPad®.  

5.9 Test de reproductibilité 

Pour valider la technique d’isolement proposée, un test de reproductibilité a été 

réalisé en utilisant des poches de sang provenant de 4 donneurs. Chaque poche a été 

divisée en trois parties et le protocole d’isolement des NETs a été appliqué à chaque 

fraction pour obtenir trois échantillons de NETs différents provenant de chaque 

donneur. Puis, chaque échantillon a été caractérisé en parallèle par la quantification de 

l’ADNdb, l’H3, la LF et l’ELA, comme décrit ci-dessus. Tous ces dosages ont également 

été réalisés en triple. 

5.10 Quantification du pouvoir bactéricide des NETs isolés 

Des cultures en phase de croissance exponentielle de quatre souches 

bactériennes sont repiquées en bouillon Luria-Bertani (LB) et incubés à 37°C pendant 

18 h : la souche sauvage enteropathogène de DAEC C1845 Afa/Dr (diffusely adhering 

Escherichia coli), la souche SL1344 de Salmonella enterica sérotype Typhimurium, la 

souche sauvage M90T de Shigella flexneri et une souche de Staphylococcus aureus de 

la collection clinique du laboratoire de microbiologie de la Faculté de Pharmacie. Les 

bactéries sont lavées, comptées en chambre de Salumbini et ajustées à 1x106 unités 

formant colonies par mL (UFC/mL). Les bactéries (100μL) sont incubées avec des 

NETs isolés à la concentration finale de 50 ng/ml d’ADN à 37°C pendant 45 min. Ces 

échantillons sont ensuite dilués en série, étalés sur une gélose LB et incubés durant 

24 h à 37°C avant détermination du nombre d’UFC/mL. Le pouvoir bactéricide des 

NETs, exprimé en % de viabilité bactérienne, est déterminé à partir du nombre de 

bactéries récupérées après leur incubation avec des NETs par rapport au nombre 

récupéré après incubation dans un tampon sans NETs. En parallèle, les différentes 

souches bactériennes ont été traitées avec des échantillons de NETs préalablement 

digérés avec la DNaseI. Pour la préparation de ces échantillons, le surnageant des 

NETs isolés a été traité avec 20u/mL de DNase (concentration finale) pendant 20min à 

37°C/CO2 ; la digestion de l’ADN a été vérifiée par électrophorèse en gel d’agarose. 
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5.11 Différenciation in vitro de cellules dendritiques dérivées de 
monocytes humains purifiés (moDC)  

A partir des cellules mononucléées (PBMC) séparées préalablement par 

centrifugation en gradient de Ficoll (voir isolement des PN), les monocytes sont isolés 

par sélection positive à l’aide d’anticorps anti-CD14 couplés à des billes magnétiques 

(Miltenyi Biotec). Les monocytes purifiés (1x106 /ml) sont cultivés pendant 5 jours 

(37°C, atmosphère humide et 5 % de CO2) en milieu complet RPMI 1640/ 

GlutaMAX™/25mM HEPES (Gibco Invitrogen) en présence de 1% de pyruvate de 

sodium (Gibco Invitrogen), 10% de SVF décomplémenté, 100 U/ml de pénicilline, 100 

μg/ml de Streptomycine (Gibco Invitrogen), 550 U/ml de GM-CSF humain recombinant 

(hr) et 550 U/ml d'IL-4hr (Miltenyi Biotec). La différentiation en moDC est vérifiée par 

immunophénotypage et analyse par cytométrie en flux de l’expression des marqueurs 

suivants : DC-SIGN,  CD1a, CD14, CD83 et CD86 (FACSCalibur®, Becton Dickinson). 

(Antonios et al., 2010) (Figure 43) 

5.12 Induction de la maturation des moDC et effet modulateur des 
NETs 

Les moDC (1x106/mL) sont prétraitées ou non avec des NETs (100 ng DNA/ mL) 

en milieu RPMI 1640 pendant 30 minutes avant d’ajouter ou non du LPS (25 ng/ml) en 

présence de SVF (10%). Une cinétique de maturation entre 2 et 24 heures est réalisée, 

Figure 43. Différentiation, traitement par le LPS et/ou les NETs et analyse des moDC 
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et le choix du temps de maturation est fonction de l’expérience (3h pour l’étude des 

ARNm de cytokines, 24h pour le dosage des cytokines dans le surnageant et le 

phénotypage membranaire).  

L’effet des NETs sur la maturation des moDC est recherché par plusieurs 

techniques complémentaires détaillées ci-dessous, et résumées dans la figure 43.  

5.13 Immunophénotypage des moDC après maturation 

Après 24h d’activation par le LPS, l’effet des NETs sur la maturation des DC est 

d’abord évalué par l’analyse de leur phénotype par cytométrie en flux. Les DCs sont 

récupérées en PBS froid additionné de 0.5% de BSA puis incubées, pendant 20 

minutes à 4°C, avec des anticorps monoclonaux spécifiques (tableau 6) conjugués à un 

fluorochrome ainsi qu’avec un contrôle isotypique approprié. Après deux lavages en 

PBS froid, les cellules sont fixées en PFA1%/PBS. La lecture est effectuée par 

cytométrie en flux (FACSCalibur®) à l’aide du logiciel CellQuest® (Becton Dickinson). 

Les résultats sont exprimés en moyenne d’intensité de fluorescence corrigée (cMIF), 

qui correspond au rapport  de la MIF pour un marquage spécifique / MIF du témoin 

isotypique pour ce marquage. 

Tableau 6. Caractéristiques des anticorps utilisés pour le phénotypage des DC   
 

Anticorps marqué Référence et fournisseur Contrôle isotypique 

CD86 PE clone 2331 FUN-1 (BD 555658) Mouse IgG1
PE 

CD83 APC clone HB15e (BD 551073) Mouse IgG1
APC 

CD40APC clone 5C3 (BD 555591) Mouse IgG1
 APC 

CD80 FITC clone L307.4 (BD 557226) Mouse IgG1
 FITC 

HLA DR FITC clone L243 (BD 555811) Mouse IgG1
 FITC 

APC : Allophycocyanine ; FITC : isothiocyanate de fluorescéine ; PE ; phycoérythrine.; BD : BD Biosciences 

5.14  Dosage des cytokines libérées par les moDC pendant la 
maturation 

Après 24h d’activation par le LPS, l’effet des NETs sur la maturation des DC est 

également évalué par la quantification de cytokines libérées dans le surnageant de 

culture.  
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Les dosages du TNF , de l’IL-6, de l’IL-8 et de l’IL-10 sont réalisés par la 

technique multiplex de CBA (cytometric bead array, BD Biosciences) conformément aux 

instructions du fabricant. Dans ce test, des microbilles de taille homogène portent des 

anticorps de capture dirigés contre une cytokine spécifique. Après incubation des billes 

avec les surnageants, les cytokines capturées sont marquées par un anticorps 

secondaire couplé à la phycoérythrine. Les échantillons sont  analysés par cytométrie 

en flux (FACSCalibur) à l’aide des logiciels FACSArray CellQuest® et FCAP® (BD 

Biosciences). Une gamme d’étalonnage est réalisée en parallèle grâce à des cytokines 

purifiées de concentration connue.  

Dans certaines expériences, le dosage du TNF  des surnageants de culture est 

également  réalisé par ELISA (kit OptEIA, BD Biosciences). Selon les instructions du 

fabricant, les anticorps de capture anti-TNF sont adsorbés sur les parois des puits de 

plaques MaxiSorp™ (Nunc-Immuno) par incubation dans du tampon 

carbonate/bicarbonate pendant une nuit à 4°C. Après saturation des puits, les 

échantillons sont incubés pendant 2 h à température ambiante. Le TNF  capturé est 

marqué par un second anticorps anti-TNF  conjugué à la peroxydase de raifort dont 

l’activité est quantifiée par addition de son substrat, le 3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine 

(TMB). La réaction est arrêtée par ajout d’une solution acide et l’absorbance à 450 nm 

est lue sur un lecteur de plaque (Bio-Tek Instruments Inc, Winooski, VT). Une gamme 

d’étalonnage est réalisée en parallèle grâce à du TNF rh. Les résultats sont exprimés 

en pg/ml. La sensibilité de la méthode est de 7,8 pg/mL 

Le dosage d’IL-12p70 est réalisé par ELISA (Quantikine, R&D Systems), 

conformément aux instructions du fabricant. Les résultats sont exprimés en pg/mL. La 

sensibilité de la méthode est de 5 pg/ml. 

Le dosage de l’IL-23 est réalisé par ELISA en utilisant human le kit IL-23 ready-

SET-Go (e-biosciences, San Diego, CA). 

5.15 Test de dégradation du TNFα  par les NETs 

Une quantité fixe de TNFα : (rhTNFα ou surnageants des DC activées par le LPS) 

est incubée pendant 24 heures à 37°C avec des concentrations croissantes de NETs 

(0, 10, 30, 100 or 300 ng/mL of DNA) dans un volume final de 40μL. Puis le TNFα est 

quantifié dans chaque échantillon par la méthode ELISA décrite au-dessus. 
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5.16 Analyse des transcrits de cytokines par PCR quantitative (qPCR) 
dans les moDC 

Une cinétique de 8 heures a été réalisée pour quantifier les ARNm de cytokines, 

afin d‘évaluer l’effet des NETs sur l’activation des DC. Les DC dans les différentes 

conditions (DC non traitées, DC/LPS et DC/LPS/NETs) ont été récupérées au début 

(T=0) et  à 2, 4 et 8 heures de stimulation.   

L’ARN total des moDC est extrait à l’aide de TRIzol® (Invitrogen). Les ARN sont 

séparés de l’ADN et des protéines par addition de chloroforme, puis récupérés par 

précipitation en isopropanol, selon le protocole indiqué par le fabricant. Les ARN sont 

dosés par spectrophotométrie à 260 nm, la densité optique à 280 nm et à 230 nm 

donnant des indices de contamination. Le premier brin d’ADNc est synthétisé à partir 

d’1μg d’ARN total avec des amorces oligo (dT)  (MWG Biotech), 2U/μL d’inhibiteurs 

d’ARNases et 0,2U/μL de la transcriptase reverse AMV (Promega, Charbonnières-les-

Bains, France) en suivant le protocole du fournisseur de l’enzyme. 

La PCR en temps réel est réalisée en utilisant la technique SYBR Green sur un 

thermocycleur "rapide", le LightCycler (Roche Diagnostics, Meylan, France). Chaque 

milieu réactionnel de 10 μL est constitué de : 4 μL d’une dilution 1:50 de cDNA, 

amorces sens et anti-sens (0,5 μM), préparation de Sso Advanced Supermix (Biorad, 

Marnes la coquette, France). Après activation de l’ADN polymérase à 95°C pendant 30 

secondes, la réaction PCR est  réalisée sur 44 cycles de 5 secondes à 95°C et 5 

secondes à 60°C ; la lecture du signal SYBR Green est faite à la fin de chaque cycle. A 

la fin de la réaction, la dénaturation des amplicons en ADNdb est effectuée pour 

connaître leur homogénéité, indicatrice de la spécificité de la réaction d’amplification. 

Cette spécificité est aussi évaluée par des analyses des produits de PCR sur gel 

d’agarose. L’efficacité d’amplification (E) pour chaque transcrit est calculée à partir de la 

pente des amplifications d’une gamme de dilutions en série de 7 en 7 de l’ADNc. 

La quantité relative des ARNm d’intérêt est réalisée à l’aide du logiciel Biorad CFX 

Manager. Les données sont analysées en utilisant la méthode du delta-delta Cq. Les 

résultats sont exprimés en proportion normalisée (Rn), calculée de la manière suivante :  

  

E= efficacité d’amplification 
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Cq = cycle auquel le signal croise le seuil du bruit de fond (calculé automatiquement)  

ΔΔCq= (Cq gène cible – Cq gène de référence) échantillon traité -  (Cq gène cible – Cq gène de référence) échantillon non traité  

Les amorces sens et anti-sens pour chaque transcrit d’intérêt sont choisies sur 

des exons contigus pour pouvoir différencier, selon la taille des produits, l’amplification 

des ARNm de celle des ADN génomiques.  Les séquences des amorces utilisées sont 

indiquées dans le tableau 7. Les transcrits de référence utilisés pour calibrer 

l’abondance relative des ARNm d’intérêt sont ceux de la GAPDH et de la β-actine.  

 
Tableau 7. Liste des amorces utilisées pour l’analyse des transcrits par PCR 
 

Gène Amorce Sens Amorce Anti-sens Localisation (S) Localisation (AS) 

IL-1β ACA GAC CTT CCA GGA GAA TG GCA GTT CAG TGA TCG TACAG 333-352 (Ex.4) 459-440 (Ex.5) 

IL-6 TCA ATG AGG AGA CTT GCC TG GAT GAG TTG TCA TGT CCT GC 433-452 (Ex.3-4) 674-693 (Ex.5) 

IL-8 TCT CTT GGC AGC CTT CCA TGA TGG GGT GGA AAG GTT TGG AG 177-193 (Ex.1) 273-292 (Ex.2) 

IL-10 GTG ATG CCC CAA GCT GAG A CAC GGC CTT GCT CTT GTT TT 339-357 (Ex.3) 476-457 (Ex.4) 

IL-23A GTTCCCCATATCCAGTGTGG TCCTTTGCAAGCAGAACTGA 368-387 (Ex.2) 443-424 (Ex.3) 

TNFα TCT TCT CGA ACC CCG AGT GA CCT CTG ATG GCA CCA CCA G 407-426 (Ex.3) 557-539 (Ex.4) 

GAPDH CAG CCT CAA GAT CAT CAG CA TGT GGT CAT GAG TCC TTC CA 624-643 (Ex 4-5) 729-710 (Ex. 6-7) 

BACT GGC ATC CTC ACC CTG AAG TA GCA CAC GCA GCT CAT TGT AG 271-290 (Ex.3)  372-354 (Ex. 4) 

 

5.17       Etude de la translocation de la sous-unité NFκB p65 dans le 
noyau au cours de la maturation des moDC 

Afin d’approfondir l’étude de l’implication de la voie de NFκB, la visualisation de sa 

translocation est réalisée sur lame par immunofluorescence. Les moDC (2x105) sont 

déposées sur des lamelles, incubées ou non avec des NETs (100ng/mL d’ADN) 

pendant 30 min, puis activées par 25ng/mL de LPS 45 min à 37°C / 5%CO2. Les 

cellules sont ensuite lavées, puis fixées avec du PFA 3% pendant 15 min. Après 3 

lavages en PBS, elles sont perméabilisées par du Triton X100 à 0.1% pendant 5 

minutes. Les cellules sont alors marquées avec un anticorps anti-p65 total en PBS-
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BSA 2% pendant 25 min. Après 3 lavages, un anticorps secondaire de chèvre anti-lapin 

conjugué à l’Alexa 546 est ajouté pendant 25 min. Les cellules sont lavées 3 fois en 

PBS, puis les lamelles sont montées sur lames avec du milieu de montage contenant 

du DAPI (Southernbiotech), et observées immédiatement au microscope à 

épifluorescence (Zeiss Aristoplan). 

5.18 Test de prolifération des LyT CD4+ en réponse aux moDC 

La prolifération de LyT allogéniques est réalisée par co-incubation de moDC d’un 

donneur sain avec la fraction CD14nég de PBMC allogéniques isolées auparavant du 

sang d’un autre donneur ; les PBMC CD14nég autologues servent de témoin. Les PBMC 

sont marquées avec du carboxyfluorescéine diacétate succinimidyl ester (2,5 μM)  

(CFSE, Molecular Probes), puis lavées et déposées dans des plaques de 96 puits 

(1x105 PBMC/ puits) en présence de moDC (proportions moDC : PBMC 1:3 et 1:9). Des 

PBMC non stimulées et des PBMC stimulées par 10 μg/mL de phytohémagglutinine A 

(PHA) sont utilisées comme témoins négatif et positif d’activation cellulaire, 

respectivement.  

Après 6 jours de co-culture, les cellules sont recueillies dans du PBS froid et 

marquées avec un Ac anti-CD4 conjugué à la PE (BD bioscience) ou avec un anticorps 

contrôle isotypique. Pour l’analyse cytométrique, les cellules sont mises dans du PBS 

contenant 0,6 μg/mL d’iodure de propidium (PI). Les cellules CD4+ ayant proliféré 

correspondent aux cellules CFSElow CD4+ PInég. Figure 44 

Figure 44. Etude de la capacité des moDC à induire la prolifération de LyT 
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Pour étudier la prolifération de LyT Ag spécifique des co-incubations de moDC 

avec des LyT CD4+ du même donneur (autologue) sont réalisées. Les LyT CD4+ sont 

isolés par sélection positive à l’aide d’anticorps anti-CD4 couplés à des billes 

magnétiques (Miltenyi Biotec)  à partir de PBMC. Dans cette expérience les DC sont  

préalablement chargées avec l’Ag, la toxine tétanique (0,2 μg/mL), au cours de la 

maturation. La co-culture moDC / LyT (proportions moDC : PBMC 1:10 et 1:20) est faite 

suivant la méthodologie décrite ci-dessus. Figure 44 

5.19 Analyse des transcrits des gènes effecteurs et tolérogènes par PCR 
quantitative (qPCR) dans les moDC 

L’ARN total est extrait des moDC incubées dans différents conditions (DC non 

traitées, DC/NETs, DC/LPS et DC/LPS/NETs) en utilisant le RNeasy mini kit et le robot 

Qiacube (Qiagen, Courtaboeuf, France); les ADNc sont obtenus et l’expression des 

ARNm est évaluée par qPCR dans le système 7900HT real-time PCR Applied 

Biosystems) utilisant le kit et les réactifs Taqman gene expression, selon les indications 

du fournisseur (Applied Biosystems). L’expression des gènes suivants a été évaluée : 

GILZ (Hs00608272_m1), C1QA (Hs00381122_m1), CATC (Hs00175188_m1), MX1 

(Hs00895608_m1), and NMES1 (Hs00260902_m1). Les résultats de chaque transcrit 

ont été interprétés par comparaison avec le transcrit endogène control -actine 

(Hs99999903_m1). La quantité relative de chaque gène a été calculée par rapport à 

l’échantillon contrôle (DC non traitées) utilisant la méthode delta delta Cq.  

Ce travail a été réalisé en collaboration avec le Dr. Laurent Mascarell et Claire 

Gueguen (Laboratoire Stallergènes, Antony)  

5.20 Polarisation des LyT CD4+ naïfs en réponse aux moDC  

Les LyT CD4+ naïfs sont isolés à partir des PBMC par sélection négative à l’aide 

d’anticorps couplés à des billes magnétiques (MACS naïve CD4 isolation kit Miltenyi 

Biotec) et leur pureté, évaluée par l’expression de CD3, CD4 et CD45RA, doit être 

supérieure à 95%. Les moDC, activées la veille en présence de NETs ou non, sont 

lavées et sont mises en co-culture avec des LyT CD4+ naïfs allogéniques (1x106 LyT, 

proportion moDC : LyT 1 :10) pendant 5 jours en plaque de 24 puits. Les dosages 

d’IFN-γ, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13 et IL-17A dans les surnageants sont effectués par des 

multiplex en billes (Merck Millipore) et la technologie Luminex (Luminex).  
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Ces expériences ont été réalisées en collaboration avec le Dr. Laurent Mascarell 

et Claire Gueguen (Laboratoire Stallergènes, Antony)  
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L’objectif de ce premier travail a été de développer un protocole permettant la 

production, l’isolement et la caractérisation de NETs à partir de PN sanguins frais 

humains. Nous nous sommes inspirés du modèle décrit par le groupe de Zychlinsky 

pour l’isolement des protéines de NETs, que nous avons adapté pour conserver 

l’armature d’ADN/histones ainsi que les protéines qui y sont associées, tout en 

maintenant leur activité biologique.  

Les PN isolés du sang de donneurs sains ont été activés par l’ionophore de 

calcium A23187, fort inducteur de NETose. Après un série de lavages pour éliminer les 

médiateurs solubles libérés par les PN, les NETs ont été traités avec l'enzyme de 

restriction Alu I qui permet de les séparer du corps cellulaire et ainsi les récupérer dans 

le surnageant.  

La présence d’ADN et de protéines issues des PN a été ensuite recherchée dans 

les surnageants. L’ADN a été visualisé après électrophorèse en gel d’agarose et 

révélation à l’aide de BET. Les protéines ont été mises en évidence par électrophorèse 

en gel d’acrylamide puis révélation à l’aide de nitrate d’argent. La présence de protéines 

spécifiques telles que la LF et les histones a été démontrée par western blot (WB). La 

mise en évidence d’H3cit dans le surnageant de NETs isolés signe le processus de 

NETose. La coexistence d’ADN et de protéines nucléaires et granulaires permet donc 

de confirmer la présence de NETs de grande taille dans ces échantillons.  

Différents composants des NETs ont ensuite été quantifiés. L’ADN double brin a 

été dosé par la technique de fluorescence Pico-GREEN ; l’activité de l’ELA a été 

quantifiée par une méthode enzymatique, la LF et l’H3 ont été dosées par WB 

quantitatif. La comparaison des NETs isolés issus de 10 donneurs sains a mis en 

évidence une hétérogénéité interindividuelle quant à leur composition, dont il faudra 

tenir compte dans l’utilisation ultérieure potentielle de ces échantillons. La 

reproductibilité de la méthode a été vérifiée en réalisant trois isolements en parallèle 

chez 4 donneurs différents. La composition individuelle des NETs (ADN, LF, H3, ELA) 

était stable dans les 3 préparations de chaque donneur, mais variait d’un donneur à 

l’autre. Cette variabilité interindividuelle est probablement en partie liée à la variation du 

taux de NETose, comme cela a été évoqué récemment par l’équipe de Zyclinsky. 

 Enfin, pour évaluer l’activité biologique des NETs purifiés, nous avons testé leur 

effet bactéricide vis à vis de plusieurs souches : Shigella flexeneri M90T, Salmonella 
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enterica serovar typhimurium SL1344, Sthaphylococcus aureus et Escherichia coli 

C1845. Les NETs isolés possèdent une activité microbicide d’environ 70% avec ces 

quatre souches bactériennes. Cette bactéricide est en partie inhibée par la DNase, ce 

qui suggère que la structure des NETs potentialise cet effet de façon importante.  

Au total, nous avons mis au point un modèle de production, isolement, 

quantification et caractérisation de NETs à partir de PN humains frais. Ces NETs isolés 

conservent leur composition en ADN et protéines mais aussi leur activité fonctionnelle, 

microbicide et enzymatique. Ce modèle constitue un outil reproductible utilisable pour 

évaluer l’effet des NETs sur certains acteurs de la réponse immunitaire. 
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Netosis is a recently described neutrophil function that leads to the release of neutrophil
extracellular traps (NETs) in response to various stimuli. NETs are filaments of decondensed
chromatin associated with granular proteins. In addition to their role against microorgan-
isms, NETs have been implicated in autoimmunity, thrombosis, and tissue injury. Access
to a standardized source of isolated NETs is needed to better analyze the roles of NETs.
The aim of this study was to develop a procedure yielding soluble, well-characterized NET
preparations from fresh human neutrophils. The calcium ionophore A23187 was chosen
to induce netosis, and the restriction enzyme AluI was used to prepare large NET frag-
ments. DNA and proteins were detected by electrophoresis and specific labeling. Some
NET proteins [histone 3, lactoferrin (LF)] were quantified by western blotting, and double-
stranded DNA (dsDNA) was quantified by immunofluorescence. Co-existence of dsDNA
and neutrophil proteins confirmed the quality of the NET preparations.Their biological activ-
ity was checked by measuring elastase (ELA) activity and bacterial killing against various
strains. Interindividual differences in histone 3, LF, ELA, and dsDNA relative contents were
observed in isolated NETs. However, the reproducibility of NET preparation and character-
ization was validated, suggesting that this interindividual variability was rather related to
donor variation than to technical bias. This standardized protocol is suitable for producing,
isolating, and quantifying functional NETs that could serve as a tool for studying NET effects
on immune cells and tissues.

Keywords: neutrophil, netosis, neutrophil extracellular traps, isolation, quantification, characterization,

microbicidal activity

INTRODUCTION
Polymorphonuclear neutrophils (PMN) are the most abundant
white blood cells in humans. In addition to their crucial role in
protecting against infections, recent evidence suggests that PMN
are also key components of the effector and regulatory mecha-
nisms of both innate and adaptive immune responses (Mantovani
et al., 2011; Phillipson and Kubes, 2011). PMN are the first cells to
migrate to sites of infection and sterile inflammation, and exhibit
a wide range of sophisticated functions. A new function, netosis,
was described in Brinkmann et al. (2004).

During netosis, PMN release neutrophil extracellular traps
(NETs) that can entangle pathogens but also contribute to vari-
ous inflammatory diseases. PMN undergo specific morphological
changes during netosis, but the molecular mechanisms of DNA
release are not yet fully understood. First, chromatin decondensa-
tion leads to the loss of the lobulated nucleus. Then, disintegration
of intracellular membranes allows chromatin and extranuclear
proteins to mix. The final step is the release into the extracellu-
lar medium of chromatin filaments decorated with PMN proteins

derived from several cell compartments (Fuchs et al., 2007). Neto-
sis is dependent on the oxidative burst, via NADPH-oxidase 2
(NOX-2) and rho small GTPase Rac2 activation (Bianchi et al.,
2011; Lim et al., 2011), as well as on histone citrullination by pep-
tidylarginine deiminase (PAD4) (Li et al., 2010; Neeli and Radic,
2012) and nuclear translocation of granular myeloperoxidase
(MPO) and elastase (ELA) (Metzler et al., 2010; Papayannopoulos
et al., 2010), Recently, dynamic observations in vivo showed that
NET-bearing PMN are still able to crawl and to engage FcγRIIA
to internalize immune complexes (Chen et al., 2012; Yipp et al.,
2012). Eosinophils (Yousefi et al., 2012), basophils, mast cells (von
Kockritz-Blickwede et al., 2008), and probably other cell types can
also produce extracellular traps.

A proteomic study of NETs identified 24 different proteins.
Histones accounted for more than 70% of total NET proteins,
while ELA, calprotectin, and lactoferrin (LF) were the most abun-
dant non-nuclear proteins, representing between 2 and 6% of
total proteins (Urban et al., 2009). During the last 2 years, we
and others have identified other proteins associated with NETs,
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such as pentraxin 3, β2 integrin, HMGB1, and LL37 (Jaillon et al.,
2007; Garcia-Romo et al., 2011; Marin-Esteban et al., 2012). Some
reports suggest that NET protein diversity depends on the prim-
ing agent and/or the stimulus that triggers netosis (Garcia-Romo
et al., 2011).

The main known function of NETs is to trap and kill microbes.
Two recent reviews (Brinkmann and Zychlinsky, 2012; Kaplan
and Radic, 2012) concluded that a broad variety of pathogens
can induce and/or be killed by NETs, including bacteria, fungi,
protozoan parasites, and even viruses (including HIV1). However,
proteins contained in NETs can also have detrimental effects on the
host. Indeed, we have previously reported that NETs can damage
intestinal epithelial cells (Marin-Esteban et al., 2012), while his-
tones are known to damage endothelial tissue, particularly during
systemic lupus erythematosus (SLE) and sepsis (Xu et al., 2009;
Villanueva et al., 2012). One of the most exposed organs might
be the lung, as NET-induced damage has been reported in vivo
during asthma, adult respiratory distress syndrome, transfusion-
related acute lung injury, and cystic fibrosis (Dubois et al., 2012;
Cheng and Palaniyar, 2013). Another adverse effect of NETs is
their ability to hyperactivate the coagulation system, leading to
atherosclerosis and thrombosis (Doring et al., 2012; Fuchs et al.,
2012), and also to sepsis via tissue factor exposure (Kambas et al.,
2012).

A role of NETs in tolerance-breaking and induction of autoim-
munity is very probable, particularly in SLE (Bouts et al., 2012)
and small-vessel vasculitis (Garcia-Romo et al., 2011; Cui et al.,
2012; Sangaletti et al., 2012; Villanueva et al., 2012). Indeed, NET
release exposes cytoplasmic, granular, and nuclear self antigens to
the immune system. The antigenicity of these components may
be modified by post-translational modifications such as oxida-
tion and citrullination, or by intermolecular associations (Metzler
et al., 2010; Papayannopoulos et al., 2010; Kambas et al., 2012; Liu
et al., 2012; Neeli and Radic, 2012). For instance, LL37 renders
NET-associated DNA immunogenic, making it able to activate
plasmacytoid dendritic cells and to release type 1 interferons
(Garcia-Romo et al., 2011).

This short summary of the literature evidences that several
questions are still open. In particular, the effects of NET compo-
nents on host cells and tissues are complex and difficult to assess.
Interestingly, there is growing evidence that NETs might allow sus-
tained cross-talk between PMN components and other immune
cells such as dendritic cells and lymphocytes (Sangaletti et al., 2012;
Tillack et al., 2012). Access to a standardized source of isolated
NETs is needed to further analyze their role in both normal and
abnormal immune responses. A few approaches to NET prepara-
tion have already been described. One consists of NET digestion by
DNase I, followed by acetone protein precipitation (Urban et al.,
2009). Another consists of physical NET dissociation by vigor-
ous agitation, followed by MNase or DNase I digestion, yielding
small NETs containing both DNA and proteins (Liu et al., 2012;
Saffarzadeh et al., 2012). However, some authors have reported
that the microbicidal effect of NETs is lost after DNase treatment
[due to double-stranded DNA (dsDNA) damage], and that small
mono- or oligonucleotide structures are created by MNase treat-
ment (Fuchs et al., 2007; Urban et al., 2009; Saffarzadeh et al.,
2012).

Here we describe an alternative standardized procedure to
isolate large soluble NETs from human PMN. Calcium ionophore
A23187 was used to induce netosis, and the restriction enzyme AluI
was used to recover large heterogeneous NET fragments. Sam-
ples were standardized by quantifying four key NET components,
namely dsDNA, histone H3 (H3), LF, and ELA. Isolated NETs
exhibited biological activity, as shown in terms of ELA activity
and bacterial killing.

MATERIALS AND METHODS
ISOLATION OF HUMAN BLOOD POLYMORPHONUCLEAR NEUTROPHILS
Polymorphonuclear neutrophils were isolated from fresh buffy
coats prepared from blood of healthy donors, provided by Etab-
lissement Français du Sang (Rungis, France). First, leukocytes
were separated from erythrocytes by sedimentation on a separat-
ing medium containing 5% Dextran T500® (Pharmacia, Uppsala,
Sweden) in 0.9% saline. PMN were separated from mononuclear
cells by Ficoll centrifugation (d = 1.077 g/L, Eurobio, Les Ulis,
France). Contaminating erythrocytes were removed by hypotonic
lysis, and PMN were resuspended in Hank’s buffered salt solution
(HBSS) (Gibco Life Technologies, Saint Aubin, France) supple-
mented with 0.05% fetal calf serum (FCS) (PAA, Les Mureaux,
France) and 10 nM Hepes (Gibco).

TIME COURSE OF NET RELEASE AFTER PMN STIMULATION WITH PMA
OR A23187
Freshly isolated PMN were immediately seeded in 96-well black
plates (2 × 105 cells/well) in the presence of 5 μM Sytox Green
(Invitrogen, Saint Aubin, France), a non-cell-permeant DNA bind-
ing dye. Cells were then stimulated with increasing concentrations
(2–250 nM) of phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (Sigma
Aldrich, Lyon, France) or the calcium ionophore A23187 (0.2–
25 μM) (EMD chemicals, San Diego, CA, USA) at 37°C with 5%
CO2 in the dark. DNA release was followed by measuring green
fluorescence at 0, 60, 120, 180, and 240 min in a microplate flu-
orescence reader (TristarTM LB941 BERTHOLD, Bad Wildbad,
Germany) at an excitation wavelength of 485 nm and an emis-
sion wavelength of 527 nm. All samples were tested in duplicate.
These experiments allowed us to determine the optimal concen-
tration of each stimulus, as well as the time of maximal NET
release.

IMMUNOFLUORESCENCE LABELING AND OBSERVATION OF NETs
Freshly isolated PMN were seeded on polylysine-coated glass
coverslips (2 × 105 cells/well), allowed to settle, and then treated
with 50 nM PMA or 5 μM A23187 at 37°C, as previously
described (Marin-Esteban et al., 2012). After 3 h of activa-
tion, cells were fixed with 4% paraformaldehyde (PFA) (Elec-
tron Microscopy Sciences, Hartfield, PA, USA) at room tem-
perature. Samples were then washed with phosphate buffered
saline (PBS, Gibco Life Technologies), blocked with 2% bovine
serum albumin (BSA) (PAA) and incubated with antibodies
against ELA, LF (Sigma Aldrich), H3 (EMD chemicals), or
citrullinated-histone H3 (cit-H3) (clone ab5103, Abcam, Cam-
bridge, UK) for 30 min at room temperature, followed by Alexa
Fluor 488 goat anti-rabbit IgG for 30 min (Molecular Probes,
Karlsruhe, Germany). Isotype-matched antibodies were used as
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controls. The coverslips were mounted in medium contain-
ing 4′,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Southern Biotech,
Birmingham, AL, USA) to label DNA. Cells were examined
with an inverted epifluorescence microscope (AxioObserver
Z1_Colibri, Zeiss, Germany) equipped with an MRm CCD
camera. All images were acquired with a Plan-Apochromat
63X/1.4 NO oil immersion objective, using two light-emitting
diodes (365 and 470 nm) for excitation and two bandpass filters
(445/450 and 530/550 nm) to collect blue and green fluorescence,
respectively.

NET DIGESTION BY NUCLEASES
In a first set of experiments, 4 μg of purified λDNA (Invitrogen)
was treated with 4 U/mL DNase I (Sigma Aldrich), 4 U/mL MNase
(New England BioLabs, France), or 4 U/mL AluI (New England
BioLabs) for 20 min at 37°C. The samples were then loaded on
0.8% agarose gels (w/v) prepared in Tris-acetate-EDTA buffer con-
taining 0.5 μg/mL ethidium bromide (Invitrogen). Electrophore-
sis was run at 100 V for 30 min and DNA was visualized with
an ultraviolet transilluminator (MiniBIS-Pro, DNR Bio-imaging
Systems).

In a second set of experiments,A23187-stimulated PMN seeded
in 12-well culture plates were treated with or without various con-
centrations of AluI, DNaseI, or MNase (0.8, 4, and 20 U/mL) for
20 min at 37°C. The supernatant of each well was harvested and
DNA was analyzed after electrophoresis, as described above.

NET ISOLATION
Freshly isolated PMN were seeded in 12-well culture plates
(1.5 × 106 cells/well) and stimulated with PMA (50 nM) or A23187
(5 μM). After 3 h at 37°C in the presence of 5% CO2, each well was
carefully washed twice with 1 mL PBS and then treated with 400 μl
of the restriction enzyme AluI at 4 U/mL for 20 min at 37°C. The
supernatant of each well was collected and centrifuged for 5 min
at 300 × g at 4°C in order to remove whole cells and debris. The
NET-rich supernatants were then characterized for their DNA and
protein contents, using several approaches.

DNA OBSERVATION AND QUANTIFICATION
The size of the recovered DNA fragments was estimated after elec-
trophoresis as described above. DNA was quantified in NET sam-
ples by using Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA (Molecular Probes),
an ultrasensitive fluorescent nucleic acid stain designed to quan-
tify dsDNA in solution. The manufacturer’s instructions were
followed, and calibration standards between 30 and 1000 ng/mL
dsDNA were used. Fluorescence signals were measured in a
microplate fluorescence reader (TristarTM LB941).

QUANTIFICATION OF TOTAL PROTEIN, HISTONE 3, AND LACTOFERRIN
Total NET protein was quantified with a bicinchoninic acid assay
kit (Pierce, Rockford, IL, USA). Protein diversity was explored
by SDS-PAGE. Proteins (30 μg of total protein) were separated
in denaturing and reducing conditions by electrophoretic migra-
tion in 15% acrylamide gel, and then revealed by silver staining.
To quantify specific NET proteins, 30 μg of total NET protein
and various amounts of purified H3 (0.5–2 ng/μL) or LF (0.5–
2 ng/μL) (Sigma Aldrich) were separated by electrophoresis in the
same gel. Proteins were then transferred to Hybond membranes
(Amersham Biosciences, Velizy-Villacoublay, France) overnight at
40 V and 4°C. After blocking with BSA, membranes were incubated
with the antibodies against H3, cit-H3, and LF as described above.
Primary antibody binding was detected with a goat anti-rabbit
IgG antibody conjugated to horseradish peroxidase (Cell Signal-
ing Technology, Danvers, MA, USA) and visualized by EZ-ECL
(Biological Industries, Israel). Yields were calculated and H3 and
LF levels were expressed as μg per 106 PMN.

QUANTIFICATION OF ELASTASE ACTIVITY
Elastase activity in NET samples was measured with an
enzymatic kinetic method using the ELA substrate I (EMD
chemicals) Boc-Ala-Ala-Pro-Ala-pNA (Boc = t-butoxycarbonyl;
pNA = para-nitroanilide). NET solution and ELA substrate I at
222 μM in kinetic buffer (20 mM phosphate buffer, 0.15 M NaCl,
0.1 mM EDTA, and 0.1% PEG-8000, pH 7.4) were mixed at a
volume ratio of 1:10 and the initial velocity of pNA release was

FIGURE 1 | Calcium ionophore A23187-activated PMN release dsDNA

more rapidly than PMA-activated PMN. PMN (2 × 105) were incubated in
the presence or absence of increasing concentrations of PMA (A) or A23197
(B) for 240 min. The presence of extracellular dsDNA was detected at the

indicated times with Sytox Green. Both graphs are representative of three
identical experiments and show means ± SEM of duplicate samples (C)

Comparison of extracellular dsDNA levels 3 h after PMA or A23187 activation;
data are means ± SEM (n = 3). AU, arbitrary units.
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FIGURE 2 | A23187-stimulated PMN release NETs similar to

those induced by PMA. PMN were treated with PMA (50 nM) or
A23187 (5 μM) for 3 h. NETs were observed by immunofluore
scence microscopy after DNA staining with DAPI (blue), and after

elastase, LF, H3, or cit-H3 staining with specific Abs followed by an
Alexa Fluor 488-labeled secondary antibody (green). These
experiments were repeated at least six times with PMN from
different healthy controls.

recorded by measuring absorbance at 405 nm in a microplate
reader. Various concentrations of purified ELA from human neu-
trophils (EMD chemicals) were used as standards. The reac-
tion rate and corresponding ELA activity were determined using
GraphPad® software. Yields were calculated and H3 and LF levels
were expressed as μg per 106 PMN.

REPRODUCIBILITY TESTING
In order to validate our isolation technique, we assessed repro-
ducibility testing. Fresh blood was obtained from four healthy

donors. Each sample was immediately divided into three equal
parts before PMN isolation. The NET-production protocol
described above was then applied in order to get three NET samples
for each donor. All the NET-rich supernatants were then character-
ized by assaying dsDNA, H3, LF, and ELA in triplicate as described
above.

BACTERIAL KILLING ASSAY
Exponentially growing wild-type Afa/Dr DAEC strain C1845,
wild-type Salmonella enterica serovar Typhimurium strain
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SL1344, wild-type Shigella flexneri strain M90T, and a clinical
culture collection Staphylococcus aureus strains (Microbiology lab-
oratory, Faculty of Pharmacy, Châtenay-Malabry, France) were
subcultured in Luria–Bertani (LB) broth at 37°C for 18 h. Bacteria
were washed, counted in a Salumbini chamber, and adjusted to 107

colony forming units per mL (CFU/mL). Bacteria (100 μL) were
incubated with isolated NETs at a final concentration of 50 ng/mL
dsDNA for 45 min at 37°C. Samples were serially diluted, plated
on LB agar, and incubated for 24 h at 37°C to determine the num-
bers of CFU/mL. Experiments were carried out in triplicate and
repeated at least five times. Bacterial killing was determined as
previously reported (Marin-Esteban et al., 2012).

STATISTICAL ANALYSIS
The data were analyzed with GraphPad Prism 5.01. The non-
parametric Mann–Whitney test was used for comparisons. Dif-
ferences with p values below 0.05 were considered significant. All
data are expressed as mean ± SEM.

RESULTS
CALCIUM IONOPHORE A23187 INDUCES NETOSIS
Netosis can be induced by various stimuli. PMA is generally
used in the literature and was used here as a reference stimu-
lus. In addition, we used calcium ionophore A23187, which is
reported to be efficiently removed by washing steps (Betz and
Henson, 1980). We compared the capacities of A23187 and PMA
to induce human PMN netosis. NET release was monitored for
240 min by staining extracellular dsDNA with Sytox Green, a dye
that is not incorporated by living cells. The green signal was
weak and stable in resting PMN, while both PMA and A23187-
induced dsDNA release in a time- and concentration-dependent
manner, although with different kinetics (Figures 1A,B). With
PMA concentrations of 10–250 nM, dsDNA release was detected
after 120 min of incubation; at 250 nM PMA rather induced
apoptosis as suggested by lower dsDNA levels and fragmented
nuclei (not shown). With A23187 at 5 or 25 μM, extracellu-
lar dsDNA was detected after as little as 60 min. We therefore

chose 3 h as the optimal time of stimulation. Moreover, after
comparing the two stimuli at this time point (Figure 1C), we
chose 5 μM A23187 and 50 nM PMA as the optimal concentra-
tions for inducing comparable netosis. In these conditions we
found a large amount of extracellular dsDNA and only a small
number of apoptotic or necrotic nuclei (DAPI staining, data not
shown).

To confirm that the isolated extracellular DNA corresponded
to NET structures, we used immunolabeling of proteins known to
be associated with NETs, as previously described (Marin-Esteban
et al., 2012). Figure 2 shows resting PMN, A23187-activated PMN,
and PMA-activated PMN. In the absence of stimuli, PMN did not
expose any intracellular protein and exhibited an intact polylobu-
lated nucleus, suggesting nuclear, and plasma membrane integrity.
As expected, DAPI-stained extracellular DNA structures were
observed in response to PMA or A23187. These cable- or web-like
structures corresponded to cell chromatin as they carried histones,
as shown by the presence of H3. Cit-H3 was also present, confirm-
ing its formation through netosis. Colocalization of extracellular
DNA structures with LF and ELA, two granule-associated pro-
teins, confirmed that these structures were NETs. Together, these
results show for the first time that, in these conditions, A23187
activates netosis in human PMN as efficiently as PMA, leading to
NET release.

A23187-INDUCED NETs CAN BE DIGESTED BY THE RESTRICTION
ENZYME ALU-I
The next step was to separate NETs from the cell body while
maintaining their structure. In order to define the optimal condi-
tions, the effects of several restriction enzymes on purified DNA
(λDNA) were first compared. As shown in Figure 3A, AluI yielded
large heterogeneous DNA fragments, while DNaseI and MNase
yielded smaller fragments. We then studied the concentration-
response effect of these three enzymes on supernatants of A23187-
stimulated PMN and confirmed that AluI was optimal to get large
heterogeneous fragments (>0.5 kbp), as compared with DNaseI
and MNase (Figure 3B).

FIGURE 3 | DNA nucleases induce NET digestion. (A) Migration profile of
pure λDNA after digestion with 4 U/mL DNase, MNase, or Alu-I. (B) Alu-I,
DNase, and MNase dose-effects on NET dsDNA obtained after A23187

stimulation of PMN. Incubation with the restriction enzymes lasted 20 min at
37°C. DNA migration took place in 0.8% agarose gel containing ethidium
bromide.
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NET-rich supernatants were then further analyzed. In super-
natants from control resting PMN, AluI treatment yielded no
dsDNA, indicating that AluI treatment itself induced no cell tox-
icity (Figure 4A). In contrast, in response to both stimuli, the
samples contained a heterogeneous population of dsDNA frag-
ments that migrated with a smearing pattern distributed from
0.5 kbp to more than 15 kbp. In these conditions the strongest sig-
nal corresponding to dsDNA fragments was comprised between 5
and 12 kbp (Figure 4A).

The protein composition of NETs was then evaluated by SDS-
PAGE followed by silver staining (Figure 4B). Samples from
resting PMN contained low concentrations of various proteins.
In contrast, samples recovered after AluI treatment of PMA- or
A23187-stimulated PMN yielded stronger signals. The presence
of LF, reported to be the second most abundant granule-derived
protein on NETs (Urban et al., 2009), was confirmed by west-
ern blot (Figure 4C). The low level of LF in unstimulated PMN
samples was probably due to basal cell degranulation. We also con-
firmed the presence of histone H3, a chromatin-associated protein,
in A23187- or PMA-treated PMN but not in samples from rest-
ing PMN. Interestingly, citrullinated H3 was also present in NET
samples, providing the signature of netosis.

Taken together, these results showed that this Alu-I-based
approach yielded large soluble NET fragments composed of DNA
and numerous neutrophil proteins.

INTERINDIVIDUAL DIFFERENCES IN HISTONE 3, LF, ELA, AND dsDNA
RELATIVE CONTENTS IN ISOLATED NETs
In order to better characterize NET composition and to standard-
ize our protocol, we quantified four major constituents (LF, H3,
dsDNA, and ELA) in NET samples obtained from 10 different
healthy donors.

We first assessed LF and H3 concentrations by quantitative
immunoblot analysis. Figure 5A illustrates the results of a typ-
ical experiment with both standards and a NET sample from one
donor. The apparent molecular weight of NET-associated LF and
of purified LF were similar, whatever the netosis trigger. In con-
trast, NET-associated H3 displayed more rapid electrophoretic
migration than purified H3, with an apparent loss of 7 kDa, sug-
gesting partial H3 degradation. We also quantified dsDNA, widely
used in the literature as a reliable marker of netosis (Urban et al.,
2009). Finally, we showed the biological activity of these NETs
by quantifying NET-associated ELA activity in an enzymatic test
(Metzler et al., 2010; Papayannopoulos et al., 2010).

Despite the use of standardized protocols, the concentrations
of these four components (expressed in μg per 106 PMN, as
described in Materials and Methods) differed across NETs from
the 10 healthy controls (Figure 5B). The dsDNA content was the
least variable parameter. Interestingly, the H3 content did not cor-
relate with the dsDNA content, suggesting different degrees of
chromatin decondensation or histone degradation in NETs from
the different donors. LF and ELA levels did not correlate with
dsDNA levels either. Importantly, 7 of the 10 NET preparations
exhibited little ELA activity, whereas the 3 remaining samples
showed high ELA activity. No statistically significant relationship
was found between individual values of the four parameters in
a given donor. This heterogeneity of NET composition might be

FIGURE 4 | NETs are recovered after AluI treatment of activated PMN.
Unstimulated PMN and PMA- or A23187-stimulated PMN were treated
with the restriction enzyme Alu-I. (A) NET samples migrated on agarose gel
were stained with ethidium bromide: dsDNA fragments were revealed as a
smearing pattern along the gel. (B) Visualization of NET protein content by
silver staining. Few proteins were observed in the untreated sample,
whereas numerous proteins were observed in PMA- and A23187-NET
samples, with similar profiles. (C) Identification of three specific NET
proteins (LF, H3, and cit-H3) by immunoblotting. Cit-H3 is a signature of
netosis. These experiments were repeated at least six times with PMN
from different healthy controls.

related to interindividual differences in the netosis response to a
given stimulus.

THE ISOLATION NET TECHNIQUE IS REPRODUCIBLE
As interindividual variations were observed, we assessed repro-
ducibility testing in additional four different healthy donors. We
confirmed that the NET composition of the four donors was quite
different in terms of dsDNA, H3, LF, and ELA levels. Interestingly,
three independent NET samples were prepared for each donor that
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FIGURE 5 | Quantification of dsDNA and three NET-associated proteins

shows interindividual heterogeneity (10 healthy controls). (A)

Representative western blot of different concentrations of purified H3 and LF
immunoblotted in parallel with isolated NETs and non-stimulated (NS) PMN

supernatants from one healthy control. The bands were quantified by
densitometry and plotted against the standard curve. (B) dsDNA, H3, LF, and
ELA concentrations of A23187-NET samples from 10 healthy donors. Results
are expressed in μg/106 PMN.

gave similar results as evidenced in Figure 6 (dsDNA, H3, LF, and
ELA levels).

ISOLATED NETs RETAIN THEIR MICROBICIDAL ACTIVITY
Finally, we examined whether isolated NETs (obtained after PMA
or A23187 stimulation) retained their bactericidal activity. We
used four bacterial species previously shown by us and others
to be killed by NETs (Brinkmann et al., 2004; Li et al., 2010;
Marin-Esteban et al., 2012). S. flexeneri strain M90T, S. enterica
serovar typhimurium strain SL1344, S. aureus, and the wild-type
E. coli strain C1845 were exposed to isolated NETs for 45 min.
As shown in Figure 7, more than 90 and 70% of the bacte-
ria, respectively, were killed by PMA-derived and A23187-derived
NETs. In both cases this effect was partially dependent on DNA
integrity, as DNase pretreatment of NETs increased bacterial via-
bility; however, this effect of DNase was always significant for
PMA-derived NETs but only against S. aureus and S. enterica
SL1344 for A23187-derived NETs (p < 0.05).

DISCUSSION
Neutrophil extracellular traps have been extensively studied since
their discovery in 2004, but many aspects of their composition,
roles, regulation, and involvement in disease states remain unclear
and even controversial. In particular, the beneficial or detrimental
effect of NETs might be determined by the intensity of the netosis
response, and better knowledge of netosis could thus help to design
NET-targeting therapies (Brinkmann and Zychlinsky,2012; Cheng
and Palaniyar, 2013; Simon et al., 2013). However, standardized

procedures are needed to isolate NETs suitable for such stud-
ies. Brinkmann et al. (2012) recently described a simple auto-
mated method of NET quantification. Here, we describe a novel
approach to recover, characterize and quantify large functional
NETs produced by human neutrophils.

The first step was to identify an appropriate NET inducer. Cal-
cium ionophore A23187 was chosen because it was as potent as
PMA, did not induce cell death and can be efficiently removed by
washing. Moreover, A23187 has been shown to trigger netosis of
neutrophils from zebrafish (Palic et al., 2007) and of the myeloid
leukemia cell line HL-60 (Wang et al., 2009). The second step was
to determine the most appropriate nuclease for NET digestion.
As DNase might inhibit the microbicidal effect of NETs (Urban
et al., 2009) and as MNase is known to generate only small NET
structures (Liu et al., 2012; Saffarzadeh et al., 2012), we chose Alu-
I, which yielded heterogeneous populations of dsDNA fragments
ranging from 0.5 kbp to more than 15 kbp. NETs of various sizes,
including large fragments, are likely to be more physiologically
relevant than small NETs obtained with DNAse or MNase.

In addition to DNA, we quantified the proteins LF, ELA, and
H3 in isolated NETs. LF and ELA are important mediators of
netosis, as they are involved in pathogen destruction and cell acti-
vation or toxicity. Our NET samples also contained citrullinated
H3 (H3cit), one the main signatures of netosis (Li et al., 2010; Neeli
and Radic, 2012). During netosis, histones are degraded by ELA
and undergo citrullination of lysine residues by the enzyme PAD4
(Urban et al., 2009; Papayannopoulos et al., 2010; Neeli and Radic,
2012), both processes contributing to the lower molecular weight
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FIGURE 6 | NET preparation and characterization are reproducible. dsDNA, H3, LF, and ELA concentrations of A23187-NET samples from four healthy
donors. Each fresh blood sample was divided in three parts, and three independent NET isolations, and characterizations were done. Data are means ± SEM
(n = 3). Results are expressed in μg/106 PMN.

of H3 that we observed on NET immunoblots. As our aim was
to develop a standardized procedure for isolating human NETs,
we compared the composition of NETs obtained with neutrophils
from 10 healthy volunteers. Interestingly, NETs from the different
donors contained differing amounts of LF, ELA, H3, H3cit, and
DNA. This interindividual variability may be related to variations
in the rate of netosis, as reported by Urban et al. (2009) and more
recently confirmed by Brinkmann et al. (2012). Interindividual
variations in both the netosis rate and NET composition should
therefore be taken into account when assessing netosis in clinical
situations. Reproducibility of NET preparation and characteriza-
tion was validated, suggesting that the interindividual variability
in NET composition was related to donor variation, and not to
technical bias.

We found that our isolated NETs retained their microbicidal
activity, which reached about 70% with four different bacter-
ial strains. This bactericidal effect was only partially reversed by
DNase, suggesting that NET structure is important but that soluble
microbicidal mediators are also involved. NET-mediated killing
appears to be related to electrostatic interactions, histones, and
high local concentrations of antimicrobial peptides such as pro-
teases, defensins, and cathelicidin (Brinkmann and Zychlinsky,

2012; Simon et al., 2013). In our model, these peptides appeared
to retain their antimicrobial capacity. However, NET-mediated
antimicrobial activity is controversial (Nauseef, 2012; Simon et al.,
2013). Indeed, recent studies suggest that NETs might simply have
a bacteriostatic effect, through physical containment (Menegazzi
et al., 2012). However, the bacterial killing observed with our
NET preparations, which are smaller than PMN-associated non-
digested NETs in vivo, suggests that physical containment might
not be essential for NET antibacterial activity. This question could
be addressed using our NET model.

Neutrophil extracellular traps can also damage host tissues
by releasing proteases such as ELA (Marin-Esteban et al., 2012;
Saffarzadeh et al., 2012; Villanueva et al., 2012). As our NET prepa-
rations exhibited ELA activity, our model would be suitable for
studying NET-induced host cell cytotoxicity (Metzler et al., 2010;
Papayannopoulos et al., 2010). Saffarzadeh et al. (2012) recently
showed that MNase-derived isolated NETs were cytotoxic for
endothelial cells via histone- and MPO-dependent mechanisms.
Conversely, the cytotoxic activity of non-isolated NETs cocul-
tured with endothelial cells can be partially down regulated by
MNase treatment (Villanueva et al., 2012). These results illustrate
the potential interference arising from PMN-derived elements
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FIGURE 7 | Alu-I-derived NETs retain microbicidal activity partially

dependent on DNA integrity. S. aureus, E. coli C1845, S. flexneri, and S.
enterica serovar Typhimurium SL1344 were incubated for 45 min in the
presence of isolated NETs obtained after AluI treatment of A23187- or
PMA-activated PMN. In some experiments, NET samples were pretreated

with DNase to dismantle NETs. Bacterial viability was measured by a colony
count assay (CFU/mL). Results are expressed as percentage bacterial viability,
calculated from CFU/mL values of bacteria exposed to NETs relative to
bacteria not exposed to NETs (control tube = C). *p < 0.05 versus bacterial
viability in the absence of NETs. #p < 0.05 versus DNase-treated NETs.

when NETs are not isolated, and underline the importance of
standardizing NET isolation.

Neutrophil extracellular traps have recently been shown to
modulate various immune cell functions, activating plasmacytoid
dendritic cells (Villanueva et al., 2012) and myeloid dendritic cells
(Sangaletti et al., 2012), inducing autoimmune responses (San-
galetti et al., 2012; Simon et al., 2013), and priming T lymphocytes
by lowering the TCR activation threshold (Tillack et al., 2012).
These findings were made using small MNase-digested NETs. The
importance of the integrity of larger NET structures in other NET
effects on adaptive immune responses could be examined using
our standardized model.

In summary, we describe a new method for isolating large
NETs bearing the main characteristic components of NETs
and retaining their antibacterial and protease activities. Iso-
lated NETs are potentially an important tool for describing new
effects of NETs and for dissecting, both in vitro and in ani-
mal models, their contribution to physiological and patholog-
ical processes, with little or no interference from other PMN
components.
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Ce travail sera soumis prochainement pour publication. 

 

Dans le but de mieux comprendre comment les PN peuvent participer à la 

régulation de la réponse adaptative, l’objectif de ce travail a été d’identifier les effets des 

NETs sur la maturation et sur certaines fonctions des DC. 

Nous avons utilisé les préparations de NETs calibrées, décrites dans le travail 

précédent, ainsi que des DC humaines obtenues par différenciation in vitro de 

monocytes sanguins de donneurs sains obtenus auprès de l’établissement français du 

sang. Ces monocytes ont été purifiés par tri magnétique puis différenciés en DC 

immatures, en présence de GM-CSF et d’IL-4 pendant 5 jours.  

Au cours de la première étape de ce travail nous avons suivi l’effet des NETs sur 

l’expression de différents marqueurs de la maturation des DC - HLA-DR, CD40, CD86, 

et CD80 - et sur la production de cytokines, analysées par cytométrie en flux et par 

ELISA ou par CBA, respectivement. Nos résultats montrent que les NETs seuls ne 

modifient pas l’état d’activation des DC après 24h de culture (phénotype et production 

de cytokines); en revanche, les NETs sont capables de moduler la maturation des DC 

activées par LPS. En effet, l’augmentation d’expression des marqueurs de maturation 

induite par le LPS est significativement diminuée en présence de NETs, entre 20 et 

30% selon le marqueur. De même, la production des cytokines pro-inflammatoires et 

d’IL-10 induite par le LPS est significativement diminuée en présence de NETs, 

atteignant 50 à 60 % pour l’IL-6, l’IL-10, l’IL-23 et le TNF  et 80% pour l’IL-12. Nous 

avons vérifié que cet effet n’était pas lié à la présence de l’enzyme de restriction Alu I 

utilisée pour la préparation des NETs. De plus, cet effet n’est pas limité au LPS. En 

effet, d’autres stimuli des DC comme un agoniste de TLR-7/-8, l’imidazoquinoline 

(R848) ou un activateur de la PKC, le Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), ont 

également un effet activateur diminué en présence de NETs. 

Afin d’explorer les mécanismes impliqués, nous avons quantifié dans les DC 

l’expression transcriptionnelle de cytokines et de marqueurs de phénotype régulateur. 

Nous avons ainsi observé que la présence de NETs ne modifiait pas la cinétique de 

transcription des cytokines citées ci-dessus en réponse au LPS, mais que la quantité 

relative d’ARNm était toujours diminuée en présence de NETs. De plus, l’expression de 

gènes marqueurs de DC tolérogènes comme GILZ, STAB1, C1qA, CATC et RALDH1 



Article 2 

 

182 | Page 

 

n’est pas induite par les NETs seuls et n’est pas non plus modifiée par les NETS au 

cours de la stimulation des DC par le LPS. Les NETs ne semblent donc pas  induire de 

phénotype régulateur et maintiennent des DC effectrices en réponse au LPS. Ces 

résultats orientent vers un effet plutôt anti-inflammatoire des NETs sur les DC/LPS.  

L’étape suivante du travail a consisté à analyser les mécanismes d’interaction des 

NETs avec les DC en utilisant la quantification de la production de TNF  comme 

marqueur d’activation. Nous avons d’abord exclu l’hypothèse que la régulation négative 

des NETs sur la maturation des DC pourrait être liée à une gêne à l’interaction 

LPS/TLR4. En effet, l’effet inhibiteur des NETs est observé même sur des DC qui ont 

été préalablement stimulées avec du LPS pendant quelques minutes puis lavées. De 

plus, nous avons vérifié que la diminution de la concentration du TNF dans les 

surnageants de DC activées n’était due ni à sa séquestration intra-cellulaire, ni à sa 

dégradation par les protéases des NETs une fois celui-ci libéré. Au total, les NETs 

auraient un effet direct sur les mécanismes d’activation des DC par le LPS. 

La présence des NETs au cours de la maturation de DC ne semble pas diminuer 

la capacité de ces cellules à migrer. En particulier, leur migration vers les organes 

lymphoïdes pour rencontrer les LyT CD4+ serait maintenue. En effet, in vitro, la 

présence de NETs ne modifie pas, d’une part l’expression des récepteurs de 

chimiokines CCR7 et CXCR4 à la surface des DC, et, d’autre part, leur capacité de 

migration en réponse aux chimiokines, CCL19 et CXCL12, respectivement.  

Les conséquences fonctionnelles inhibitrices des NETs sur les DC ont été ensuite 

analysées en étudiant leur impact sur l’activation des LyT CD4+. Nous avons utilisé 

deux modèles de prolifération T in vitro, la réponse proliférative T allogénique et la 

réponse proliférative T spécifique d'un Ag (la toxine tétanique). Dans les deux cas, les 

DC activées par le LPS ayant été en contact avec des NETs, avaient une capacité 

réduite à activer la prolifération T. Enfin, nous avons étudié la capacité des DC à 

polariser les LyT CD4+ naïfs et avons démontré que les NETs modifiaient la capacité 

des DC matures à polariser la réponse lymphocytaire T. En effet, ces LyT produisent 

plus d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-13 et moins d’IFN  et d’IL-17A. Ainsi, les DC activées en 

présence des NETs favoriseraient la polarisation Th2 tout en réduisant la polarisation 

Th1 et Th17.  
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 En résumé, ces résultats suggèrent que les NETs isolés régulent négativement la 

maturation des DC activées par des stimuli pro-inflammatoires comme le LPS, ce qui 

est confirmé par des modifications phénotypiques de marqueurs de membrane et de 

production de cytokines. Cet effet inhibiteur a des répercutions fonctionnelles sur les 

LyT dont la prolifération est réduite et dont le phénotype Th2 est favorisé. En revanche, 

les capacités migratoires de ces DC ne sont pas modifiées.  

Nous proposons donc que la formation de NETs par les PN activés au cours de la 

réponse inflammatoire représent aussi un mécanisme de régulation de la réponse 

immunitaire adaptative en régulant la maturation des DC et certains de leur fonctions. 
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Short running title: Anti-inflammatory effect of NETs 



 



 

Introduction  

 
Polymorphonuclear neutrophils (PMN) are the first line of antimicrobial defence, 

rapidly recruited at the onset of inflammation. They are able to kill pathogens through 

numerous strategies such as phagocytosis, degranulation, oxidative burst or the release of 

Neutrophil Extracellular Traps  (NETs) also called netosis (1, 2)  NETs are released by 

activated PMN in response to various pathogens (bacteria, fungi, virus, protozoa) ((1, 3-6) and 

reviewed in (7, 8)) but also in response to endogenous mediators of inflammation (3, 9) and 

pharmacological agents such as phorbol myristate acetate (PMA) or calcium ionophore (1, 3, 

4, 10, 11). Netosis was initially described as a suicide-like mechanism, but the concept of vital 

netosis is also emerging (12). NETs are constituted by extracellular chromatin decorated by 

various granule-derived and cytoplasmic proteins. Histones are the most abundant (70% of the 

total proteins (6)) but several  important mediators of the immune response are also present, 

such as elastase, lactoferrin, calprotectines or LL-37 (reviewed in (7)). 

To date, the best known function of NETs is to trap pathogens, thus limiting their 

dissemination and exposing them to high local concentrations of various molecules 

immobilized on their chromatin backbone ((1, 11, 13) and reviewed in (8, 14)).  However, 

accumulation of NETs is associated to adverse effects to the host, demonstrated in vitro and in 

vivo, such as epithelial and endothelial cell injury (4, 13, 15-18) as well as thrombi formation 

(19) ((20, 21) (22) and reviewed in (7, 14, 23, 24)). Moreover, by exposing self-antigens 

NETs can initiate autoimmune responses as recently evidenced during small vessel vasculitis, 

rheumatoid arthritis, type 1 diabetes or systemic lupus erythematosus (SLE) (15, 25) (26) (27-

29). In particular, during SLE, the association of self DNA with some PMN proteins (LL-37, 

cathepsine G, elastase or SLPI) induces IFN  production by plasmacytoid dendritic cells 

(pDCs) (30-34); This pDC/NETs/IFN  axis seems thus to constitute an amplification loop of 

major importance in SLE pathogenesis (18, 31, 32) and is an example of how NETs can 



 

modulate DC functions in vivo. When forming complexes with RNA, these PMN proteins are 

able to activate myeloid DC (30, 32-34).  

           The role of PMN on DC fonction represents a new field of investigations of growing 

interest (reviewed in (35, 36)) and has been evaluated using blood PMN or PMN-derived 

purified mediators. Indeed, activated PMN can promote DC migration (37, 38) (reviewed in 

(39)) and can also modulate DC maturation and activation either through cell-cell contact 

(40), ectosomes (Turbica et al, submitted for publication) or through secreted mediators. 

Interestingly, several purified granule-derived mediators, such as lactoferrin, LL-37, 

calprotectins, -defensins, elastase, bactericidal/permeability-increasing protein (BPI), 

myeloperoxidase (MPO) or proteinase 3 (PR3) have been described to down-regulate (41-46) 

or up-regulate (43, 47-51) DC functions, depending on the studies.  

         As far as NETs are concerned, a few studies have evaluated their potential effects on 

some antigen-presenting cells (APCs). Activated PMN bearing NETs can stimulate TNF  and 

IL-8 release by THP-1 cells (9). NETS recovered after micrococcal nuclease treatment of 

activated PMN can increase IL-1  and IFN  productions by LPS-activated macrophages (52) 

(31, 32). In an in vivo murine model of autoimmune vasculitis, inflammatory PMN recovered 

from mice skin exudates spontaneously produce NETs that activate bone marrow-derived 

DCs and transfer PMN-derived self-antigens to these cells (25). Altogether, these few reports 

rather suggest a pro-inflammatory effect of NETs on APCs. However, recently, an 

immunological silent clearance of NETs has been proposed (53); in this study, NETs isolated 

by pipetting do not directly activate resting macrophages, but can increase their LPS-induced 

activation (53). 

The potential effects of NETs on APC modulation in vitro are thus poorly understood. 

The various and even controversial effects documented in the literature might be related to 

technical variations in NET preparations and APC model. In particular, the pro-inflamamtory 



 

effects of NETs on APCs were observed using whole activated or primed PMN (9, 25, 52). In 

the present study, we therefore evaluated the effects of isolated NETs on monocyte-derived 

DC (moDC) activation and maturation. As previously described, functional and large 

fragments of NETs were prepared from human fresh blood using the restriction enzyme Alu I 

(10). We found that these NETs downregulated the LPS-induced moDC maturation, as shown 

by the modulations of cell-surface marker expressions and cytokine production but did not 

affect their migration capacity. However, these NET-treated mature moDC displayed a 

decreased ability to activate CD4+ T lymphocytes proliferation and favoured a Th2 

polarization. These results thus evidence a new and important role for PMN in the regulation 

of both innate and adaptive immunity, via the NET numerous active components which 

interact with moDC. 

 

 



 

Materials and Methods 

 

Reagents and antibodies 

Calcium ionophore A23187, lipopolysaccharide (LPS) from Escherichia coli serotype 

O55:B5, dexamethasone, tetanus toxine C fragment (TT) from Clostridium tetani, and 

phorbol myristate acetate (PMA) were from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France). 

Imiquimod (R848) was from Invivogen (Toulouse, France). Fluorescein isothiocyanate-, 

phycoerythrin (PE)-, PE-Cy7-, or allophycocyanin (APC)-conjugated monoclonal antibodies 

against human CD4, CD40, CD80, CD83, CD86, HLA-DR, CD4, CCR5, CCR7, CXCR4 and 

their respective isotype controls were from BD Biosciences (Le Pont de Claix, France).  

Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE) was from Molecular Probes, DNase I 

and Alu I from New England Biolabs (Evry, France) and recombinant human (rh) TNF  from 

Pharmingen, BD Biosciences. 

 

Cell isolation 

PMN, peripheral blood mononuclear cells (PBMC), monocytes and CD4+ naïve T 

lymphocytes where isolated from healthy donor’s peripheral blood provided by the 

Etablissement Français du Sang (Rungis, France). To isolate PMN, erythrocytes were first 

removed by sedimentation of whole blood on 5% Dextran T500® (Pharmacia, Uppsala, 

Sweden) in 0.9% saline at a ratio 4:1. Leukocytes were recovered and PMN were isolated by 

centrifugation on lymphocyte separation medium (Eurobio, Les Ulis, France). Contaminating 

erythrocytes were removed by hypotonic lysis, and PMN (consistently > 95%) were 

resuspended in Hank's buffered salt solution (HBSS) (Gibco Life Technologies, Saint Aubin, 

France) supplemented with 0.5% fetal calf serum (FCS) (PAA, Les Mureaux, France) and 10 

nM Hepes (Gibco). PBMC were obtained from whole blood after centrifugation on 



 

lymphocyte separation medium. Monocytes were isolated from PBMC by magnetic bead cell 

sorting of CD14+ cells (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Germany).  The CD14 

negative fraction was kept for allogeneic T cell proliferation assays.Naïve CD4+ T 

lymphocytes were also isolated from this fraction by means of negative selection with the 

MACS naïve CD4 isolation kit II (Miltenyi Biotech) to carry antigen-specific T cell 

proliferation assays and polarization experiments. Total and naïve CD4+ T lymphocytes were 

confirmed to have purity greater than 95% based on CD4 or on CD4 and CD45RA 

expressions, respectively, by flow cytometry. 

 

Netosis activation and isolation of NETs 

NETs were produced and isolated as previously described (Barrientos 2013). Briefly, freshly 

isolated PMN were seeded in 12-well culture plates (1.5x106 cells/well) and stimulated with 5 

μM A23187 during 3 hours at 37ºC, 5% CO2. Wells were carefully washed twice with 1 mL 

PBS and then treated during 20 min at 37ºC with 20 U/ml of the restriction enzyme Alu I in 

HBSS (Barrientos et al, 2013), in order to recover soluble, large NETs fragments. 

Supernatants were collected and centrifuged at 300xg, 5 minutes at 4ºC, to remove 

contaminating cells and debris. NET preparations were then pooled, aliquoted and stored at -

20°C until use.  DNA was quantified in NET samples by the PicoGreen® method (Molecular 

Probes) as previously described. 

 

Generation of human monocyte-derived dendritic cells (moDC) and LPS activation in the 

presence of NETs 

Monocytes (2x106/ml) were cultured during 5 days in RPMI 1640 Glutamax supplemented 

with 10 % decomplemented FCS, 1 mM sodium pyruvate, 100 U/ml penicillin, 100 μg/ml 

streptomycin, 550 IU/ml rhGM-CSF and 550 IU/ml rhIL-4 (R&D Systems, France). On 



 

day 5, flow cytometric analysis confirmed the generation of non-activated moDC with the 

following phenotype: CD14neg, DC-SIGNpos, CD1apos, CD83neg CD86low (FACS Calibur flow 

cytometer and Cell Quest software (BD Biosciences)). These moDC (1x106 / mL) were 

washed and incubated with or without NETs (100 ng/mL ADN) in the absence of FCS during 

30 minutes, before adding FCS with or without LPS (25 ng/mL) to the culture medium. After 

24 hours, unless otherwise specified, cells and supernatants were recovered. moDC 

maturation was evaluated by both quantifying released cytokines, as indicated bellow, and by 

analyzing expressions of HLA-DR, CD40, CD80 and CD86, by flow cytometry. Phenotypic 

results were expressed as relative mean fluorescence intensity (RFI) corresponding to mean 

fluorescence intensity (MFI) of the evaluated marker / MFI of the isotype control. Expression 

of CCR5, CCR7 and CXCR4 was analysed using a LSR-Fortessa cytometer and results 

displayed in MFI. In some experiments, DNA backbone of NETs was dismantled by a 10 

U/mL DNase treatment with I during 20 min. at 37°C, before adding moDC. In another set of 

experiments, moDC were activated with R848 a TLR7/TLR8 ligand (10 μg/mL) or PMA 

(300 nM) instead of LPS. 

 

RNA isolation and real time PCR of cytokines in moDC 

Total RNA of moDC (1x106 cells per condition) was isolated using TRIzol reagent 

(Invitrogen, Grand Island, NY) and cDNA was synthesized from 1 μg of RNA using oligo-dT 

primers and the AMV reverse transcriptase (Promega, Lyon, France), following 

manufacturer’s protocols. Gene specific transcripts were amplified using the SYBR Green 

technology on a Biorad CFX96 system. Each reaction was performed with 4 ng cDNA, 

0.5 μM of each forward and reverse primers and Sso Advanced SYBR green Supermix 

(Biorad, Marnes la Coquette, France) in a 10 μL final volume. After 30 s at 95°C and 44 

cycles of amplification (95°C for 5 s, 60°C for 5 s) a melting-curve reaction was performed 



 

from 65 °C to 95 °C to confirm the presence of single amplification product. For each target 

gene a threefold serial dilutions of pooled cDNA was analyzed to calculate the amplification 

efficiency (E). The relative amount of target mRNA was determined using the cycling 

threshold method ((1+E)-∆∆Ct), were E is the amplification efficiency. Ratio of every target 

gene threshold value to the geometric average of the reference genes (ACTB and GAPDH) 

threshold value was calculated for each sample. Results were expressed as relative gene 

expression corresponding to ratio of the former calculated value for a given sample to this 

value for the non-activated sample. Primer sequences for IL1B, IL-6, IL10, IL-23A (54) and 

TNF (55) were published elsewhere. Sequences for other primers were as follows :  IL8 [5′-

TCTCTTGGCAGCCTTCCTGA-3′ and 5′-TGGGGTGGAAAGGTTTGGAG-3′] , ACTB [5′-

GGCATCCTCACCCTGAAGTA-3′ and 5′-GCACACGCAGCTCATTGTAG-3′], and 

GAPDH [5′-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3′ and 5′-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3′].  

 

Quantification of effector and tolerogenic moDC genes  

Total RNA was extracted from moDCs using RNeasy mini kits and the Qiacube robot 

(Qiagen, Courtaboeuf, France); cDNAs were obtained using TaqMan reverse transcription 

reagents (Applied Biosystems). Messenger RNA expression was evaluated by quantitative 

PCR on a 7900HT real-time PCR system (Applied Biosystems) with predesigned Taqman 

gene expression assays and reagents, according to the manufacturer’s instructions. The 

expression of the following genes was assessed: glucocorticoid-induced leucine zipper (GILZ) 

(Hs00608272_m1), complement component C1q (C1QA) (Hs00381122_m1), cathepsin C 

(CATC) (Hs00175188_m1), myxovirus resistance 1 (MX1) (Hs00895608_m1), normal 

mucosa of esophagus specific 1 (NMES1) (Hs00260902_m1), stabilin 1 (STAB1) 

(Hs01109068_m1), retinaldehyde dehydrogenase 1 (RALDH1) (Hs00167445_m1). Data were 

interpreted for each target gene in comparison with endogenous ACTB (Hs99999903_m1) as a 



 

control. The relative amount of target genes in each sample was calculated in comparison with 

the calibrator sample (untreated sample) using the cycling method threshold explained above.  

 

Degradation of TNF  by NETs 

A fixed amount of TNF  issued from rhTNF  or from pooled LPS-activated moDC 

supernatants, at a final volume of 40 μL, were incubated with increasing concentrations of 

NETs (0, 10, 30, 100 or 300 ng/mL of DNA) during 24 hours. Samples were tested for TNF  

by ELISA as described below.  

 

Chemotaxis assay of moDCs   

Chemotaxis was performed using a Transwell assay upon CCL19 or CXCL12 induction. 

Briefly, 1 × 105 moDCs were resuspended in 150 μL RPMI medium supplemented with 20 

mM HEPES / 0.2% Human serum and were added to the upper chamber of a 6.5-mm 

diameter, 5-μm pore polycarbonate Transwell culture insert (Corning costar, Brumath, 

France). The same media (600 μL) with or without CCL19 (1, 10 or 50 nM) or CXCL12 (50 

nM) (both from R&D Systems, France) diluted at various concentrations was placed in the 

lower chamber. AMD3100 (Sigma-Aldrich) was used at 10 μM to inhibit CXCR4-dependent 

signaling. Input moDCs that migrated to the lower chamber after 3-hour incubation at 37°C in 

humidified air with 5% CO2 were collected and counted by flow cytometry using a LSR-

Fortessa. For analysis, cells were gated on forward (FSC) and side (SSC) scatter to remove 

debris. Then FSC-W/A and SSC-W/A were selected respectively to gate single and viable 

cells. The fraction of moDCs migrating across the polycarbonate membrane was calculated as 

follows: [(number of cells migrating to the lower chamber in response to chemokine or 

medium)/(number of cells added to the upper chamber at the start of the assay)] × 100. 

 



 

T lymphocyte proliferation and polarization in response to moDC 

The capacity of moDC to activate CD4+ lymphocytes was evaluated using two different 

approaches: the activation of allogeneic CD14neg PBMCs and the activation of autologous 

toxin-tetanic (TT)-specific CD4+ T lymphocytes. In both approaches, CD14neg PBMCs or 

CD4+ T lymphocytes, respectively, were first labelled with 5 μM CFSE, following 

manufacturer’s specifications. In the first approach, moDC were incubated with 1.5x105 

CD14neg PBMCs from allogeneic or autologous donors at a ratio moDC:PBMC of 1:3 or 1:9, 

in RPMI 1640 Glutamax supplemented with 10% AB human serum (Sigma), in round-

bottomed 96 well plates, in triplicate. On day 6, cells were labeled with propidium iodide (PI) 

and with an APC-labelled anti-CD4 antibody. Proliferation of CD4+ T lymphocytes was 

analyzed by flow cytometry (CD4+ PIneg cells). In the second approach, we evaluated the 

activation of antigen specific lymphocytes. Autologous CD4+ T lymphocytes (1 x105) were 

co-incubated with moDC previously loaded or not with TT (0.2 μg/mL) along the LPS 

activation process (ratio moDC:lymphocyte of 1:10 and 1:3). At day 6, cells were stained with 

PI and analyzed by flow cytometry. Proliferation of CD4+ T lymphocytes proliferation was 

expressed as the percentage of CFSE low PI negative cells in the sample.  

To assess T lymphocyte polarization, moDCs were co-cultured with allogeneic naive CD4+ T 

lymphocytes (ratio moDC:T lymphocytes 1:10) during 5 days. Supernatants were then 

analyzed for cytokine release.  

 

Cytokine quantification in moDC and moDC/T lymphocyte culture supernatants  

The supernatants of moDC were assayed for IL-6, IL-8, IL-10 and TNF  by cytometric bead 

array (CBA, BD Biosciences) (detection limit 7.2 pg/mL). IL-23 was quantified by ELISA 

with the ready-SET-Go kit form e-biosciences (San Diego, CA) (detection limit 15 pg/mL). In 



 

some experiments, TNF  was quantified by ELISA using the optEIA set from BD 

Biosciences (detection limit 7.8 pg/mL). Quantification of IL-12p70 was performed using the 

Quantitikine reagent kit (R&D Systems) (detection limit 5 pg/ml).  The supernatants of 

moDC/naïve CD4+ T lymphocytes co-cultures were analyzed for IFNγ, IL-4, IL-5, IL-9, 

IL-10, IL-13 and IL-17A using a human cytokine bead kit (Merck Millipore, Darmstadt, 

Germany) and a Magpix system (Luminex, Austin, TX) (sensitivity 0.08 - 1.01 pg/mL).  

 

Statistical analysis 

The non-parametric analysis by Wilcoxon matched pairs test was performed using GrapPad 

Prism software. Data were expressed as mean ± SEM. The non-parametrically analysis by the 

Mann–Whitney U-test (Prism software, GraphPad, La Jolla, CA) was performed for 

Chemotaxis assay. P values lower than 0.05 were considered statistically significant.  

 



 

Results 

 

NETs downregulate moDC maturation  

A few recent studies have shown that whole PMN having undergone netosis (9, 25) or 

supernatants of activated PMN containing NETs (31, 52) can modulate some DC functions.  

Here, we wanted to evaluate the effects of isolated NETs on moDC. For this, we first sheared 

NETs associated to A23187-activated PMN using the restriction enzyme Alu I, thus 

recovering large NETs fragments in fresh HBSS medium, as previously described (10).  

We then tested if these NETs could modify moDC phenotype either directly or during LPS-

induced activation.  moDCs were pre-incubated with NETs (100 ng/mL ADN) for 30 minutes 

in the absence of FCS, to avoid NET dismantling by serum DNases (56).  Then, culture 

medium was supplemented with FCS and LPS was added or not. After 24 hours, the 

expression of classic moDC maturation markers was quantified. Figure 1A shows that the 

expressions of HLA-DR, CD40, CD80 and CD86 were not modified by NETs alone. In 

contrast, the LPS-induced upregulation of these four molecules was significantly decreased 

when moDC were pre-treated by NETs (Fig1A). The average of the percentage decrease was 

30% for HLA-DR and CD40 and 20% for CD80 and CD86. 

We also evaluated cytokine release in moDC supernatants during the same experiments. 

NETs alone did not trigger cytokine release by moDCs (data not shown). In contrast, NETs 

downregulated the LPS-induced cytokine production by moDCs. Indeed, the presence of 

NETs was associated to a 10% decrease of IL-8 and, interestingly, of more than 50 % for 

TNF , IL-6, IL-10, IL-12p70 and IL-23 (Fig. 1B). These homogenous results allowed us to 

focus on one single cytokine determination in the subsequent experiments. We chose to 

evaluate TNF  production because it is the earliest expressed cytokine during inflammation 

(57) and because its modulation could thus represent the initial effect of NETs.  



 

 

Since the restriction enzyme Alu I cannot be removed from the NET preparations, we 

performed a set of control experiments and found that Alu I did not modify the LPS-induced 

TNF  production (Fig1C). In addition, the integrity of NET structure does not seem to be 

required, as dismantling their DNA backbone with DNase I did not reverse the observed NET 

effect on TNF  downregulation (Fig. 1C). Finally, the downregulating effect of NETs on 

moDC activation was not restricted to LPS activation, as a significant decreased TNF  

production was also found when moDC were pre-incubated with NETs before stimulation 

with R848 or PMA (Fig. 1D). 

 

Together, this first set of data suggests that NETs isolated by Alu-I digestion downregulate 

moDC maturation induced by a TLR4 agonist (LPS) at the level of both surface phenotype 

and cytokine secretion. This regulatory effect of NETs is also observed when moDC are 

stimulated by a TLR7/8 agonist (R848) or PMA. 

 

The anti-inflammatory effect of NETs entails reduced cytokine gene transcription.  

To further examine the effect of NETs on decreasing cytokine release by LPS-activated 

moDCs, we evaluated the kinetics of gene transcription for TNF, IL1B, IL6, IL8, IL10 and 

IL23A. In response to LPS, the accumulation of mRNA from the aforementioned cytokine 

genes was maximal at 2 hours, except for IL8 and IL10 that exhibited a peak at 4 hours (Fig. 

2A). In the presence of NETs, the kinetics of mRNA accumulation was similar (with a pick at 

2 or at 4 hours, respectively). However, the relative amount of mRNA at the transcription pick 

was significantly decreased, dropping by 30% for TNF and IL8, by 45% for IL1B, IL6 and 

IL23A and by 70% for IL10. These data suggest that NETs re-program moDC reducing their 



 

potential to produce cytokines at a protein level but also at a transcriptional level under 

inflammatory conditions. 

 

NETs drive LPS-induced mature moDC towards an effector phenotype  

To further explore this effect of NETs, we investigated if they were driving LPS-activated 

moDCs towards a tolerogenic phenotype. Thus we quantified the expression of NMES1 and 

MX1 genes associated to type 1 DC (DC1), and C1QA, CATC, and GILZ associated to 

tolerogenic DC (DCreg) as recently described by Zimmer et al. (Zimmer et al, 2012). 

Concerning DC1-associated genes, we found that NETs alone did not induce any significant 

change in their expressions as compared with non-stimulated moDC. As expected, LPS 

upregulated the expression of MX1 and NMES1. The presence of NETs during LPS-activation 

reinforced the DC1 effector phenotype, as evidenced by an increased expression of NMES1 

and MX1 genes (Fig 2B). Alternatively, a decrease of DCreg markers was observed on LPS-

activated moDC even when NETs were present along the activation process (Fig. 2B). As a 

control, DEX-treated moDC significantly up-regulated the expression of these genes. 

Altogether, these data suggest that NETs do not induce a DCreg gene profile. Conversely, 

they might enhance the level of a group of effector genes on LPS-activated moDC.  

 

NET-induced downregulation of TNF  release is not related to an indirect effect on LPS or 

TLR4, nor on TNF  stability. 

In order to document potential indirect effects of NETs, some control experiments were 

performed using TNF  release as readout. 

First, moDCs were activated with LPS for 5, 30 and 120 min; after one washing step, NETs 

were added and TNF  was assayed in the 24 hours-culture supernatants. As expected, a time-

dependent effect of LPS was evidenced (Fig3A). Interestingly, this time-course was 



 

maintained if NETs were added after LPS stimulation, but TNF levels were always 

significantly lower (Fig3A). These results suggest that NET-induced downregulation on 

TNF  release might not be related to a potential physical sequestration of LPS by NETs or to 

a potential blockage of TLR4 by NETs hindering LPS ligation . We also conclude that NETs 

can negatively modulate an already engaged activation of moDC by LPS. 

Second, we evidenced that NETs did not induce TNF  retention on moDC cell surface or 

inside the cells. Indeed, when TNF  (both membrane-associated and intracellular) was 

quantified by flow cytometry on permeabilized cells , very low and identical expressions were 

observed on LPS-activated moDC in the absence or in the presence of NETs (data not 

shown). 

Finally, we also tested the hypothesis that NET proteases could directly degrade TNF  For 

this purpose, 500 pg of rhTNF  (Fig. 3B) or LPS-activated moDC supernatants containing 

300 pg of native TNF   (Fig. 3C) were incubated for 24hours in the presence or not of 

increasing amounts of NETs (from 10 to 300 pg/mL DNA), before TNF  assay. In both 

cases, TNF  levels were not modified by the added NETs, whatever their concentrations. 

Therefore, we can conclude that in our experimental conditions NETs, in particular NET- 

associated proteases, do not seem to directly degrade TNF . 

All together, these results suggest than the downregulation of NETs on cytokine release by 

LPS-stimualted moDC might not be related to LPS sequestration, to TLR4 hindrance, to 

intracellular or membrane cytokine sequestration, or to extracellular cytokine degradation.  

 

 

NETs do not impact the in vitro migratory capacity of mature moDC  

The next step was to analyze the consequences of NETs on rapid and coordinated switch in 

chemokine receptor expressions during DC maturation and on migration capacity. We first 



 

quantified by flow cytometry the membrane expressions of CCR5, CCR7 and CXCR4 which 

are involved in DC maturation and homing to lymph nodes. As expected, CCR5 expression 

was high on immature moDC and strongly down-regulated upon LPS activation (Fig. 4A). In 

contrast, CCR7 and CXCR4 were barely detectable on immature moDCs and were 

upregulated on mature moDCs. Surprisingly, the presence of NETs during moDC maturation 

did not modulate the expression of CCR5, CCR7 and CXCR4 (Fig. 4A).  Then, we compared 

the in vitro CXCL12 (CXCR4 ligand) or CCL19 (CCR7 ligand)-induced migration of 

unstimulated or LPS-activated moDC in the presence or not of NETs using a Transwell-based 

chemotaxis assay. In line with the pattern of receptor expression, the addition of CXCL12  or 

CCL19 stimulated LPS-activated moDC migration across the Transwell membrane, resulting 

in bell-shaped dose-response patterns whereas immature moDC poorly migrated (Fig. 4B).  

When moDC were pre-treated with NETs prior to LPS activation, no significant alteration of 

moDC migration was observed in response to both chemokines. The migration of moDC upon 

CXCL12 exposure was totally inhibited by the specific CXCR4 antagonist AMD3100. 

Overall, these findings suggested that, in the presence of NETs, moDC capacity to migrate, in 

particular to lymphoid chemokines, is maintained.  

 

NETs weaken CD4+ T Lymphocyte proliferation induced by LPS-treated moDC  

To better document the consequences of NETs on moDC functions, we evaluated the capacity 

of these cells to activate CD4+ T lymphocytes proliferation. In a first experimental setting, 

LPS-activated moDC, treated or not with NETs, were coincubated with autologous or 

allogeneic monocyte-depleted PBL loaded with CFSE. Proliferation was evaluated on day 6 

as the percentage of CD4+ cells with low CFSE signal. As a control of proliferation, 

activation of PBL with PHA resulted in more than 50 % of CFSE low cells whereas, in the 

absence of any stimulus, less than 2 % PBL were CFSE low (Fig. 5A). LPS-activated moDC 



 

induced a dose-dependent proliferation of autologous CD4+ cells, generating in all cases less 

than 20 % CFSE low cells. No significant differences were observed in the CD4+ cell 

proliferation induced by autologous moDC matured in the presence of NETs. Under 

allogeneic conditions, LPS-activated moDC induced a strong proliferation of CD4+ T 

lymphocyte, with 67.6 ± 9.2 % and 46.6 ± 6.3% of total cells being CFSE low at the ratio 

moDC:PBL  of 1:3 and 1:9, respectively. Instead, moDC matured in the presence of NETs 

significantly decreased the proliferation of CD4+ T lymphocytes, with 35.2 ± 4.7 % and 26.1 

± 3.5% CFSE low cells recovered, respectively. These results suggest that NETs can decrease 

the capacity of LPS-treated moDC to activate the proliferation of CD4+ T lymphocytes in an 

allogeneic reaction.   

  

We also tested the proliferation of antigen-specific autologous T lymphocytes (Fig 5B). 

Purified CD4+ T lymphocytes were co-cultured with LPS-activated moDC loaded with TT. 

At day 6 of co-culture, in the absence of antigen and independently of NET pretreatment, less 

than 20% of total cells were CFSE low. Conversely, in the presence of TT, 37.9 ± 8.1% and 

23.8 ± 3.1% of recovered cells were CFSE low (moDC:T lymphocyte ratio 1:10 and 1:30, 

respectively). In  accordance with the results found in the allogenic reaction, moDC matured 

in the presence of NETs led to a significantly decreased proliferation of TT-specific CD4+ T 

lymphocytes, with 21.8 ± 7.4 % or 14.1 ± 5.7 % of CFSE low cells recovered in the two 

moDC:T lymphocyte tested ratios. 

This set of results indicates that NETs downregulate the capacity of mature moDC to activate 

autologous and allogeneic CD4+ T cell proliferations. 

NETs drive LPS-induced mature moDC to promote IL-4/IL-5/IL-13 producing CD4+ T cells 

In order to unravel the type of effector moDCs (i.e. DC1, DC2 or DC17) induced by NETs, 

we analyzed the polarization of naïve allogeneic CD4+ T cells co-cultured with moDCs. To 



 

this aim, moDCs were first incubated for 24 h with either medium alone, NETs, LPS, or 

NETs plus LPS, then washed and co-cultured with allogeneic naïve CD4+ T lymphocytes. 

Th polarization was analyzed after 5 days by quantifying cytokines in the culture supernatants 

(Fig 6). NETs alone did not induce any cytokine production as compared with medium alone. 

As expected, LPS treated-moDCs induced the secretion of the different tested cytokines, IFN  

being strongly produced. When moDCs were pre-treated with NETs, a trend towards a 

downregulation of IFN-  IL-17A and IL-10 release was observed, together with an up-

regulation of IL-4, Il-5 and IL-13 productions. Together, these results suggest that NETs 

could favor the capacity of LPS-activated moDC to activate effector Th2 responses and 

reduce the polarization towards Th1 or Th17 phenotypes. 

.  

 

 



 

Discussion 

  The understanding of NET properties is one of the main goals in dissecting this PMN 

function. In the present study, we documented a regulatory effect of NETs on DC maturation 

and activation. In the presence of NETs, DC surface activation markers and cytokine 

productions were downregulated leading to a decreased efficiency of mature DC to activate 

antigen-specific and allogeneic CD4+ T lymphocyte proliferations. Moreover, NET-treated 

DC seemed to modify naïve CD4+ polarization, enhancing Th2-related cytokine release. 

Interestingly, DC migration capacity towards chemokines was not modified in the presence of 

NETs. 

  Although PMN are well known as pro-inflammatory cells, during the last few years 

has emerged the concept that PMN also participate to the regulation of inflammation. Such a 

property was first identified when evidencing the engagement of a resolution phase after the 

elimination of the insulting agent. Local PMN move their metabolism toward a pro-resolutive 

one thus allowing the end of the ongoing inflammatory response and the beginning of tissue 

repair. PMN apoptosis also participate to the regulation of inflammation (reviewed in (58)). 

Several antimicrobial molecules such as LL-37, lactoferrine or -defensins can induce (43, 

47, 50, 59) or decrease DC activation (43, 60, 61) (59) depending on stimulation conditions. 

In addition, elastase is able to induce regulatory DC, via TGF-  (42), CD4+ T reg 

lymphocytes differentiation (44) or decreased pro-inflammatory cytokines (41).  In mice, 

PMN-derived IL-10 reduces the inflammatory response of DCs (62). More recently, 

myeloperoxidase has been identified as an inhibitor of DC activation and function in vivo and 

in vitro, leading to a decreased adaptive immune response (63). Moreover, PMN-derived 

ectosomes, induce the production of TGF-  by immature mo-DCs and downregulate the LPS-

induced DC maturation (64). Finally, PMN have been shown to directly inhibit T lymphocyte 

activation, in particular through L-arginine deprivation in culture cell medium (65).  



 

  Examining the effects of NETs, our results give new insights into this concept of 

regulatory PMN. However, previous reports have documented some pro-inflammatory effects 

of NETs on APCs and phagocytes. Different experimental conditions can explain these 

differences. Two studies were done by co-incubating THP-1 cells or bone marrow derived 

DCs with whole activated- PMN (9, 25). Another one was using primed macrophages 

incubated with NETs recovered by MNase digestion of activated PMN (52). And the last 

study was done using pDCs and NETs obtained from SLE patients (31). In all these studies, 

NETs were partially isolated and the preparations might contain various cytokines or PMN-

derived proteins also able to activate DC. Interestingly, some authors recently showed that 

NETs recovered by extensive pipetting of activated PMN supernatants could not activate 

macrophages, in accordance with our results, but they could enhance the pro-inflammatory 

response of LPS-activated macrophages (53).  

  The mechanisms involved in the decreased activation capacity of DC in the presence 

of NETs remains to be better understood. Our results show that this effect is still observed 

when adding NETs after DC activation with LPS and washings, thus excluding the possible 

roles of   indirect factors such as LPS trapping, or TLR4 access blocking as already reported 

for other PMN proteins. Indeed, lactoferrin or BPI, two NET-associated proteins (1), can 

sequester LPS and thereby inhibit its biological effect (45, 46). Moreover, lactoferrin, 

cathepsine G or elastase might alter the binding of LPS to TLR4 either by binding 

competition or by partial proteolysis of CD14 or TLR4 (48, 60, 66). Finally, our results also 

evidence that the regulatory effect of NETs is not limited to DC activation with TLR4 ligands 

but that it also observed when DCs are activated with a TLR7/TLR8 ligand or with PMA.  

  To explain the regulatory effect of NETs on LPS-activated DCs, we speculate that the 

active component might be a protein associated to NETs, rather than DNA. Indeed, our NET 

preparations were standardized upon DNA concentration, and we found that dismantling 



 

NETs structure by DNase I did not reverse the regulatory effect of NETs. Among the proteins 

potentially involved in DC down-regulation, several granular-derived components present on 

NETs can be cited such as lactoferrin (60), LL-37 cathelicidine {Garcia-Romo, 2011 #31}, 

myeloperoxidase (63) or elastase (41, 67). Beside these possible candidates, nuclear proteins 

associated to NETs might also been involved. Histones are the most abundant proteins in 

NETs (6) but their effect on DC activation has not yet been reported, even their citrullinated 

form. Histone cytotoxic effect on endothelial and epithelial cells has been reported (4, 17, 18) 

that was not observed on DCs in our experimental settings. Another candidate might be an 

important alarmine, the high-mobility group box 1 (HMGB1), known to be present on NETs 

(31) and able to activate DC (68) or induce tolerance (69).   

  The functional consequences of DC maturation downregulation by NETs were then 

documented. We first examined the recently described molecular signature of effector and 

regulatory DCs (70). Although NETs downregulated moDC maturation in response to LPS, 

these DCs did not exhibit any increase in pan-regulatory DC markers (C&QA, CATC and 

GILZ genes) but rather expressed high levels of effector markers (Mx1 and NMES1 genes). 

We then found that NETs did not modify LPS-induced chemokine receptors at DC surface or 

their migration capacity in vitro towards CCL19 and CXCR4. We can thus hypothesize that, 

in vivo, even after interaction with NETs at inflammatory sites, DCs maintain their migration 

capacity to lymph nodes, thus confirming an effector phenotype. Finally, we studied the 

effects of NET-treated DCs on T lymphocyte functions (proliferation and polarization). We 

first evidenced a decreased CD4+ T lymphocyte proliferation when these cells were exposed 

to DCs pre-incubated with NETs during maturation; both autologous and allogeneic 

proliferations were affected, antigen-specific or not. Our results performed with isolated 

NETs are different from those of Tillack et al who recently reported that netting-PMN directly 

induced T cell proliferation (71). The differences between both NET models might explain 



 

these results. To investigate whether these effector DCs affect T cell polarization, cytokines 

were assayed in the coculture supernatants. We found that the CD4+ T lymphocyte 

polarization induced by LPS-activated DCs was modified in the presence of NETs. Indeed, 

Th1 and Th17 polarizations seem to be decreased, in accordance with some recent findings 

reported by Doz et al; in a model of mycobacteria-infected DC, these authors evidenced a shut 

down in Th17 CD4 T cells in the presence of neutrophils (72).  In contrast, Th2 polarization 

was rather enhanced. This effect could be related, at least in part, to the decreased IL-12 and 

IL-23 productions by moDC that we found. (reviewed in (73)). In some circumstances, PMN 

could selectively favour Th2 phenotype as documented in vitro by a decreased IFN  

production by activated T lymphocytes (61) or, in vivo, in a recent bacterial infection model in 

PMN deficient mice (74). Here, we describe for the first time that NETs themselves could 

drive a Th2 response, reinforcing their potential role in regulating inflammation and inducing 

tissue repair. Among the NET constituents that might be involved in Th2 response, proteases 

are probably good candidates, as already described for several allergen serine proteases such 

as dust mite (75). ADN might also play a role, as it has been reported to trigger Th2 response 

in a mice model through IRF3 dependent mechanism (76). Finally, we can also suggest a role 

for HMGB1 present on NETs, as this protein is also known to induce Th2 response (77).  

  Altogether, the present results suggest that NETs carry PMN-derived mediators able to 

downregulate LPS-induced activation of moDC, leading to a decreased T lymphocyte 

proliferation and a probable Th2 polarization, but maintaining DC effector genotype and 

migration capacity. These newly described properties of NETs might be of importance in vivo 

to control the inflammatory response. A better understanding of the NET components 

implicated in this effect could help to further define the intriguing biology of NETs.
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 Figure legends      

 

Figure 1.  Effect of NETs on moDC cell-surface phenotype and cytokine secretion. 

Immature mo-DC (ns) were incubated or not in the presence of NETs, LPS or NET plus LPS 

(NET/LPS) as indicated in Materials and Methods. After 24 hours, the expression of different 

cell-surface markers was quantified by FACS analysis, gating out small size events (A), and 

the levels of secreted cytokines were assayed in cell culture supernatants (B). . The activation 

of moDC with LPS was also evaluated (TNF secretion) in the presence of either Alu I alone, 

NETs alone or NETs dismantled by DNase I treatment (C).  .In addition, moDC were also 

activated with R848 (100 ng/mL) or with PMA (300 nM) in the absence or in the presence of 

NETs (D). Data represent the cumulative results of 5 (A and B) or 3 (C and D) independent 

experiment. *p < 0,05. 

 

 

Figure 2. Effect of NETs on the transcriptional profile of cytokines and regulatory 

genes. A) After  preincubation or not with NETs during 30 minutes, moDC were activated 

with LPS for 2, 4 or 8 hours. The relative amount of mRNA for different cytokine genes was 

evaluated by qPCR as indicated in Materials and Methods. B) moDC were incubated in the 

presence of either dexamethasone (1 μg/mL), NETs, LPS or NETs plus LPS during 24 hours. 

Relative gene expression of various genes associated to a pro-inflammatory or a regulatory 

profile (70) were analyzed. Results in A are representative of at least 4 independent 

experiments. Data in B are cumulative results of 3 independent experiments. *p<0.05, 

**p<0.01. 

 

 



 

Figure 3.  NET-induced decreased TNF  production by moDC is not related to indirect 

effects. A) moDC were first activated with LPS during the indicated times, washed and then 

incubated for 24 hours in the absence or in the presence of NETs; TNF  was quantified by 

ELISA in the culture supernatants. A fixed concentration of TNF , either rhTNF  or 

supernatants from LPS-activated moDC (C) was incubated with increasing concentrations of 

NETs, under moDC culture conditions. After 24 hours, the remaining TNF  was quantified 

by ELISA.  *p<0.05. 

 

Figure 4. NETs have no effect on the chemotactic potential of moDC. A) Membrane 

expression of CCR5, CCR7 and CXCR4 on unstimulated or LPS-activated moDC in the 

presence or not of NETs was determined by flow cytometry using APC-CCR5, PE-Cy7-

CCR7 and PE-CXCR4 mAbs. Background fluorescence is shown (shaded area). B) moDC 

were tested for their ability to migrate in response to the indicated concentration of 

chemokine. Inhibition of CXCR4-mediated chemotaxis by AMD3100 (10 M) added to both 

chambers is shown. Transmigrated cells recovered in the lower chamber were counted by 

flow cytometry. Data in A are representative of at least 3 independent experiments. Results 

(mean ± SEM) in B are cumulative results of 3 independent experiments and expressed as the 

percentage of input total unstimulated or LPS-activated moDC in the presence or not of NETs 

that migrated to the lower chamber. *P < .05, **P < .005 and ***P < .0005 compared with 

unstimulated moDC. 

 

Figure 5.  NET effect on the capacity of moDC to activate T lymphocyte proliferation . 

A) CFSE-loaded CD14 negative PBL were cultured with PHA, or with autologous (black 

symbols) or allogeneic (white symbols) moDC previously activated with LPS in the absence 

or in the presence of NETs. B) In another experiments, CFSE-loaded CD4+ T lymphocytes 



 

were incubated with autologous immature moDC (ns) or with moDC previously activated 

with LPS and NETs and loaded or not with Tetanus Toxine (TT). At day 6, the percentage of 

CFSE-low cell was determined by FACS analysis gating in CD4+ PI negative cells, as 

described in Materials and Methods. Results Data are cumulative results of at least 3 

independent experiments.*p<0.05.  

 

Figure 6.  NET effect on moDC-induced T Ly polarization Naïve CD4+ T lymphocytes 

were co-incubated with moDC (both immature and LPS-treated) in the absence or in the 

presence of NETs. At day 5, cytokines were quantified in the co-culture supernatants using 

Luminex technology. Data shown are cumulative results of 4 independent experiments.  
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La communication entre les différents types cellulaires du système immunitaire est 

nécessaire pour une réponse immunitaire optimale, en particulier pour les cellules de 

l’immunité innée qui interviennent en première ligne et permettent une réponse 

spécifique adaptée dans un second temps. Au cours de ce travail, deux acteurs 

cellulaires clés ont été choisis, les PN et les DC. En particulier, le rôle régulateur des 

PN sur les fonctions des DC a été approfondi, concept original qui semble fondamental 

dans la régulation de la réponse adaptative. Plusieurs travaux ont en effet montré que 

les PN peuvent non seulement attirer les DC vers le site inflammatoire où ils se 

trouvent, mais aussi réguler certaines de leurs fonctions grâce à un contact direct et à la 

libération de médiateurs solubles ou encore de microparticules. Au sein des nombreux 

marqueurs d’activation des PN, nous avons choisi d’explorer le rôle des NETs, qui sont 

parmi les marqueurs les plus récemment décrits, et dont les rôles ne sont pas encore 

totalement connus. 

Pour étudier les effets des NETs sur les DC, nous avons tout d’abord développé 

une technique standardisée permettant d’obtenir des suspensions riches en NETs, 

constituant un outil biologique reproductible, nécessaire à l’étude de ces effet.  

Dans la littérature, divers protocoles ont été proposés pour préparer des NETs en 

suspension et tester leurs effets sur différents types cellulaires. Notre objectif a été d’en 

faire une analyse critique puis de mettre au point une méthode améliorée. Dans la 

littérature, la caractérisation est souvent limitée à deux ou trois paramètres (ADN, ELA 

ou MPO) ; nous avons donc analysé d’autres marqueurs spécifiques comme l’H3 

citrullinée. Même s’il semble impossible de purifier totalement les NETs, il nous a 

semblé nécessaire de les isoler du mieux possible au sein du surnageant des PN. Par 

exemple, Lande et al., dans leur travail sur l’implication des NETs dans le lupus, 

utilisent comme milieu riche en NETs des surnageants de PN activés qui contiennent 

donc aussi de nombreux médiateurs solubles comme des cytokines ou des enzymes 

dégranulées (Garcia-Romo et al., 2011; Lande et al., 2011; Villanueva et al., 2011). 

Dans la littérature, d’autres procédés de production de NETs utilisent des nucléases 
comme la DNase et/ou la MNase (Liu et al., 2012a; Saffarzadeh et al., 2012). Ces 

nucléases permettent de détacher les NETs du corps cellulaires. Cependant, elles 

détruisent l’ossature de l’ADN et donc, de ce fait, la structure originale ADN/protéine 

des NETs. De plus, ces deux nucléases ne permettent de récupérer que des petits 

fragments d’ADN et des nucléosomes.  
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De ce fait, dans notre projet, nous nous sommes inspirés du protocole proposé 

par Urban et al. conçu initialement pour isoler les protéines des NETs (Urban et al., 

2009) et nous l’avons adapté. Tout d’abord, nous avons changé de stimulus. En effet, si 

le PMA est l’inducteur de la NETose le plus utilisé dans la littérature, nous lui avons 

préféré l’ionophore de calcium A23187 qui est facilement éliminable des NETs par 

lavages, contrairement au PMA  (Betz and Henson, 1980). Nous avons démontré que 

l’A23187 induit des NETs possédant des caractéristiques de structure très similaires à 

ceux induits par le PMA (ADN, H3, H3cit, ELA et LF). Par contre, la production des 

NETs est beaucoup plus rapide avec l’A23187 : au bout de 15 à 30 minutes l’ADN 

extracellulaire est déjà détectable. De plus, l’observation microscopique permet de 

distinguer les NETs induits par le PMA (forme de nuage), et ceux induits par l’ionophore 

de calcium (filaments fins et longs). Pour détacher les filaments de NETs du corps 

cellulaire des PN et les récupérer en suspension, nous avons choisi d’utiliser l’enzyme 
de restriction Alu I. En effet, par comparaison avec la DNase et la MNase, nous avons 

observé que les NETs obtenus après traitement avec l’Alu I étaient de taille hétérogène 

mais majoritairement supérieure à 500pb, pouvant aller jusqu’à 12Kpb ou plus. Nous 

suggérons que ces NETs de grande taille sont physiologiquement proches de ce qui 

peut être observé in vivo. Nous avons réalisé ensuite une caractérisation assez 

complète de ces filaments de NETs, par la mise en évidence ou la quantification non 

seulement de l’ADN et de certaines protéines issues des granulations ou du noyau (LF, 
ELA, H3), mais aussi d’une protéine spécifique des NETs, l’H3cit, signature du  

processus de NETose par l’activation de la PAD4. Afin de déterminer l’activité 

biologique de ces préparations de NETs, une méthode de quantification de l’activité 

ELA a été mise au point et a permis de confirmer le maintien de l’activité élastolytique 

des NETs. D’après la littérature, la liaison de l’ELA à l’ADN inhiberait son activité 

enzymatique qui serait restaurée suite à l’action de la DNase qui libère l’ELA (Balloy et 

al., 2003; Dubois et al., 2012) ; nous pouvons faire l’hypothèse que la digestion avec 

l’Alu I aurait un effet similaire. En effet, les NETs isolés par cette enzyme portent de 

l’ELA active et son niveau d’activité n’est pas augmenté en présence de la DNase 

(observations non publiées). 

Après avoir mis au point les différentes techniques de production et caractérisation 

des NETs, nous nous sommes attachés à analyser les résultats de manière quantitative 

en comparant les échantillons issus de 10 donneurs sains différents. Il a ainsi été 
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observé une variabilité quantitative interindividuelle assez importante dans la 

composition des NETs. La réalisation d’un test de reproductibilité de notre méthode a 

permis de confirmer ces données ; en effet, trois préparations indépendantes de NETs 

issues du même donneur avaient une composition similaire. Cela suggère donc que la 

capacité de NETose est variable quantitativement selon les individus. Nous pouvons 

aussi noter que le nombre de PN capables de donner naissance à des NETs est 

variable selon les individus, comme cela est bien observé en microscopie. Cette 

variabilité dans la capacité d’induction de NETose n’a pas été encore explicitée. Elle a 

été évoquée par Urban et al. dans son étude protéomique de la composition des NETs 

(Urban et al., 2009) et par la même équipe dans une article plus récent (Brinkmann et 

al., 2012). Dans ce dernier travail, ces auteurs proposent une méthode semi-

automatique pour quantifier la libération des NETs et pour calculer le pourcentage de 

PN en NETose. Nos travaux confirment donc cette notion de nécessité de standardiser 

la quantification des NETs. Ceci est nécessaire pour pouvoir ensuite interpréter leurs 

concentrations dans les milieux biologiques, ou bien évaluer leurs effets sur des cellules 

in vitro, ce que nous avons fait dans la seconde partie de notre travail de thèse. 

Quant à l’activité biologique de ces NETs isolés, nous avons utilisé et complété 

le test de bactéricide utilisé dans un article publié précédemment par notre équipe 

(Marin-Esteban et al., 2012). Nous avons testé plusieurs souches bactériennes 

(Echerichia coli C1845, Salmonella enterica serovar Typhimurium SL1344, Shigella 

flexneri M90T, et Staphylococcus aureus). L’activité bactéricide des NETs isolés a été 

partiellement inhibée par un traitement avec de la DNase. Ceci suggère que les 

médiateurs protéiques des NETs sont des effecteurs microbicides et que leur 

structuration en filaments améliore cette capacité. Alors que la capacité des NETs à 

piéger les microorganismes est reconnu par tous les auteurs, il existe des discussions  

concernant l’induction de la mort de ces microorganismes (Menegazzi et al., 2012; 

Nauseef, 2012). En utilisant un test de bactéricide en plaque, il a été montré que les 

NETs piègent les bactéries mais qu’un traitement par des nucléases destructrices des 

NETs ne diminue pas la capacité bactéricide des PN  (Menegazzi et al., 2012). Dans un 

autre travail, la capacité microbicide des NETs vis-à-vis  de Staphylococcus aureus était 

mesurable seulement après addition d’H2O2 suggérant le besoin exclusif de l’activité 

MPO dans cet effet (Parker et al., 2012a). Cependant, depuis leur découverte les 

publications démontrant la capacité microbicide des NETs sont nombreuses (tableau 4), 
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et les stratégies développées par les microorganismes pour échapper à cet effet sont 

de mieux en mieux documentées. Ceci incite à penser que les NETs jouent un rôle 

important dans le contrôle des infections (Arazna et al., 2013). 

 En résumé, dans cette première partie, nous avons développé un protocole 

standardisé qui permet d’isoler et de quantifier des NETs biologiquement actifs à partir 

de PN humains. Cet outil biologique a permis la réalisation de la seconde partie du 

travail de thèse qui était l’évaluation du rôle des NETs sur les DC. 

Le rôle des NETs dans la régulation de la réponse immunitaire, autre que leur 

activité microbicide, est plutôt décrit par leurs effets délétères sur les tissus 

environnants au cours des processus inflammatoires. Des études in vitro, réalisées par 

notre équipe, montrent la participation des NETs dans la perte de l’intégrité de 

l’épithélium intestinal via leurs protéases (Marin-Esteban et al., 2012) ; de même, 

Saffarzadeh et al. ont décrit des effets cytotoxiques des NETs sur les cellules 

épithéliales et endothéliales pulmonaires via les histones (Saffarzadeh et al., 2012). En 

effet, le rôle pathogène des NETs a été évoqué dans le syndrome de détresse 

respiratoire aigüe de l’adulte (Cheng and Palaniyar, 2013), la pré-éclampsie (Gupta et 

al., 2007), les maladies thrombotiques (Kambas et al., 2012b) ou les maladies auto-

immunes (Darrah and Andrade, 2012). La production des NETs ne semble pas être un 

processus silencieux vis-à-vis des cellules du  système immunitaire. Nous avons choisi 

d’évaluer leur effet sur les DC, cellules clés de la réponse immunitaire. 

Pour ce modèle, nous avons travaillé avec des DC dérivées de monocytes 
sanguins humains (moDC), selon un protocole mis au point dans le laboratoire 

(Antonios et al., 2010). Ces DC sont un modèle in vitro des DC myéloïdes et des DC 

inflammatoires (Hespel and Moser, 2012).   

Nos premiers résultats montrent que les NETs seuls n’induisent pas 
d’activation des DC, attestée par l’expression de molécules de surface 

caractéristiques de la maturation (HLA-DR, CD40, CD86 et CD80) et la production de 

cytokines. Nos résultats sont en accord avec ceux d’une étude très récente qui montre 

que la phagocytose de fragments de NETs par des macrophages dérivés de monocytes 

n’induit pas leur activation, mais constituerait plutôt  un simple mécanisme de clairance 

(Farrera and Fadeel, 2013). Dans la littérature, il a été montré que certains composants 

issus des PN comme l’ELA (Tateosian et al., 2011) ou les ectosomes (Eken et al., 
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2008), n’induisent pas l’activation des DC mais plutôt la production de TGFβ et le 

développement d’un phénotype tolérogène. Nous avons donc suivi par qPCR la 

transcription de gènes identifiés comme marqueurs d’un profil régulateur : GILZ, 

STAB1, C1qA, CATC et RALDH1 (Zimmer et al., 2012; Zimmer et al., 2011) et avons 

montré que les NETs seuls n’activent pas l’expression  de ces gènes. 

Cependant, quand les DC sont co-cultivées avec des NETs et un agoniste 
pro-inflammatoire comme le LPS, nous observons une modulation négative de 

leur activation. En effet, les DC activées par le LPS en présence de NETs ont une 

diminution significative de l’expression des molécules de surface citées ci-dessus et  

de la production de cytokines impliquées dans la maturation : TNFα, IL-12, IL-23, IL-

6, IL-8 et IL-10.  Cette régulation négative a été confirmée par l’utilisation d’autres 

stimuli des DC, tels que le R848 (agoniste TLR7/8) et le PMA (activateur de la voie 

PKC), en ce qui concerne la production du TNFα, pris comme indicateur de l’activation 

des DC. 

Pour un certain nombre de manipulations portant sur le mécanisme d’action des 

NETs, nous avons en effet choisi la production de TNFα comme marqueur d’activation 

de la DC, car cette cytokine est un médiateur-clé dans les processus inflammatoires 

aigus et chroniques. En effet, le TNFα induit non seulement sa propre sécrétion, mais il 

stimule aussi la production d'autres cytokines et chimiokines inflammatoires participant 

ainsi à l’entretien et l’amplification de la réponse inflammatoire (Waters et al., 2013). 

Une altération dans sa production par les DC a un impact direct sur la réponse 

immunitaire, par exemple dans le développement de la réponse anti-infectieuse (Liu et 

al., 2012b).    

Avant d’appréhender l’étude des mécanismes de cette régulation négative, nous 

avons voulu vérifier que ces effets n’étaient pas liés à l’inhibition de la liaison du 
LPS à son récepteur, ou bien à la dégradation des cytokines produites par les 
protéases des NETs. En effet, ces protéases participent à l’effet microbicide puissant 

des NETs, et pourraient aussi peut-être dégrader les cytokines produites. De plus, il a 

été décrit que l’ELA était capable de dégrader le CD14 des monocytes et modifier ainsi 

la fixation du LPS puis l’induction de la production de TNF  (Le-Barillec et al., 1999). 

Nos résultats nous ont permis de vérifier qu’en présence de NETs, la fixation du LPS à 

son récepteur sur les DC n’était pas modifiée et que cet effet régulateur des NETs était 
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visible même si l’engagement du récepteur précédait le contact avec les NETs.  De 

plus, la co-incubation de TNF  recombinant ou présent dans des surnageants de 

culture de DC avec des NETs ne modifiait pas la concentration du TNF  dans ces 

différents échantillons. Ceci suggère que la diminution de la concentration en cytokines 

dans les surnageants de co-culture n’est pas due à leur dégradation par les protéases 

des NETs. Enfin, nous avons vérifié que le TNF  produit n’était pas séquestré dans le 

cytoplasme des DC ou maintenu dans sa forme membranaire.  

Afin de mieux comprendre la modulation des cytokines par les NETs, l’étude de 
la transcription des gènes codant pour plusieurs cytokines a été réalisée par qPCR 

(TNFα, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10 et IL-23). Pour toutes ces cytokines, la quantité relative 

de transcrits induits par le LPS est toujours plus faible lorsque les DC sont co-incubées 

en présence de NETs, et ce dès le début de l’activation. Ceci suggère que les NETs 

peuvent moduler l’activation des voies de signalisation qui régulent la transcription de 

ces gènes, ou bien, postérieurement agissent sur les mécanismes qui stabilisent les 

ARNm codant pour ces protéines de la réponse inflammatoire.  

La cascade de signalisation activée après l’interaction du LPS avec son récepteur 

(TLR4) comprend l’activation de la voie des MAPK et de NFκB aboutissant à la 

synthèse de nombreuses cytokines pro-inflammatoires, comme le TNF particulièrement 

étudiée dans notre travail. Nous avons débuté l’étude de l’implication de NFκB. Des 

résultats préliminaires de la translocation nucléaire de la sous-unité p65 dans les DC 

activées par le LPS seul ou en présence de NETs suggèrent que cette voie serait 

altérée par la présence de NETs. 

La maturation des DC par des stimuli inflammatoires ou des produits microbiens 

leur permet de migrer vers les ganglions ou la rate, où elles vont présenter l’Ag au LyT ; 

ces signaux leur permettent d’acquérir des caractéristiques de CPA et ainsi de pouvoir 

moduler l’activation et le phénotype des LyT (Joffre et al., 2009). L’étape suivant de ce 

travail a donc été de voir si les modifications induites par les NETs sur la maturation des 

DC étaient associées à des modifications fonctionnelles. Trois fonctions principales ont 

été étudiées : la capacité de migration, la prolifération des LyT et leur polarisation.  

Pour l’étude de la migration, deux approches complémentaires ont été réalisées, 

l’expression de récepteurs de chimiokines par cytométrie en flux et un test de migration 

cellulaire par transwell. Comme attendu, après stimulation des DC par le LPS, nous 
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observons une diminution de l’expression de CCR5, une légère augmentation de celle 

de CXCR4 et une induction importante de CCR7 ; en présence de NETs, ces 

régulations ne sont pas modifiées (Sallusto et al., 1998)En ce qui concerne le test 

fonctionnel de migration, les DC stimulées par le LPS ont une forte capacité migratoire 

vers CXCL12 (ligand de CXCR4) et CCL19 (ligand de CCR7) ; cette capacité migratoire 

n’est pas affectée par la présence de NETs. Ces résultats suggèrent que les NETs ne 

modifieraient pas la migration des DC vers les organes lymphoïdes secondaires. 

En parallèle, les effets des NETs sur la capacité des DC à activer les LyT ont 

aussi été recherchés. Dans un premier temps, deux modèles de prolifération ont été 

utilisés, la réponse proliférative T allogénique et la réponse proliférative T 
spécifique d'un Ag (la toxine tétanique). Dans les deux cas, les DC maturées par le 

LPS en présence de NETs ont une plus faible capacité à induire la prolifération des LyT 

CD4+. L’activation des LyT par les DC et leur prolifération requièrent deux signaux, 

l’interaction CMH/Ag/TCR puis le signal de co-stimulation ; dans notre cas, les DC 

maturées par le LPS en présence de NETs présentent une diminution de l’expression 

de ces molécules de surface qui pourrait expliquer cette diminution de la prolifération T. 

Nous pouvons suggérer que la présence de NETs au cours de la maturation des DC 

affecte la présentation antigénique donc l’interaction DC-LyT. Il serait important aussi 

d’évaluer l’impact de la régulation négative des DC par les NETs dans d’autres 

populations lymphocytaires, comme les LyT CD8+. par ailleurs, les NETs étant capables 

d’amorcer les LyT en diminuant leur seuil d’activation (Tillack et al., 2012), il serait 

intéressant d’évaluer l’effet d’amorçage des NETs dans notre modèle de co-culture et 

de prolifération.  

Dans un second temps, le profil de polarisation des LyT CD4+ naïfs co-cultivés 

avec des DC/LPS traitées ou non avec des NETs a été analysé. En accord avec la 

littérature, les DC matures traitées avec le LPS favorisent une polarisation de type Th1 

(Mazzoni and Segal, 2004). Si la maturation des DC a eu lieu en présence de NETs, ce 

profil de polarisation est de type Th2 aux dépens des profils Th1 et Th17 ; ceci est 

suggéré par la mise en évidence d’une augmentation de l’IL-13, l’IL-5 et l’IL-4 et la 

diminution de l’INFγ et de l’IL-17 respectivement. pour continuer ce travail, il faudra 

analyser la relevance de ce changement de phénotype de la réponse adaptative. Il sera 

intéressant aussi d’évaluer si dans un contexte où les DC sont maturées pour induire un 

phénotype Th2, la présence de NETs favorise cette polarisation. Une autre piste à 
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suivre est de rechercher si la présence de NETs inhibe la population Th1 ou bien 

favorise sa conversion en LyT Th2 (Magombedze et al., 2013). La plasticité des LyT 

CD4+ a été décrite in vitro (Murphy et al., 1996) et in vivo (Panzer et al., 2012) ; en effet, 

le switch entre Th1 et Th2 est possible mais il dépend de l’état de différentiation de la 

cellule et il est difficile de reprogrammer les sous-populations fonctionnelles.  

 

Au total, l’ensemble de ces résultats permet de proposer un nouveau rôle 
pour les NETs dans la réponse immunitaire. Ils seraient capables de moduler 
négativement la maturation et l’activation des DC et de changer ainsi le profil de 
polarisation des LyT CD4+.  Les NETs, produits au cours d’un phénomène 
inflammatoire, seraient donc également en charge d’induire des signaux anti-
inflammatoires, afin de participer à l’arrêt de la réponse immune voire à la 
réparation tissulaire.  
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La description initiale des NETs par A Zychlinsky et al. en 2004 a conclu à la 

découverte d’un nouveau mécanisme microbicide. Mais rapidement, les travaux 

suivants ont décrit les dommages tissulaires que pouvaient engendrer ces structures, 

au même titre que des PN entiers activés, lorsqu’elles étaient en contact avec des 

épithéliums ou des endothéliums, par exemple, au cours de pathologies comme la 

mucoviscidose, le sepsis, la thrombose ou l’asthme. Ont suivi ensuite des découvertes 

majeures dans quant capacité d’induire et entretenir des maladies auto-immunes dont 

les Ag cibles étaient des constituants des NETs (psoriasis, lupus ou vascularites). 

L’intervention des NETs dans la physiopathologie de maladies inflammatoires aigües ou 

chroniques est un sujet qui est actuellement exploré par de nombreux travaux et qui 

permettra de mieux comprendre le rôle de ce mécanisme cellulaire original. En réponse 

à tout mécanisme d’activation, il existe des mécanismes de régulation dont nous ne 

connaissons encore que quelques bribes. On sait par exemple que la DNase 
plasmatique peut démanteler le réseau de NETs; plus récemment, leur clairance  par 

les macrophages a été aussi évoquée.  

Dans ce travail de thèse, nous avons choisi d’explorer pour la première fois le rôle 

potentiel des NETs sur les DC, car les PN modulent (activation ou régulation) certaines 

fonctions des DC via par exemple les protéases ou les ectosomes. A l’issue de ce 

travail, nous pouvons proposer que la libération de NETs par les PN activés 
constitue un signal anti-inflammatoire qui participerait à la régulation 
physiologique du système immunitaire. Cet effet régulateur interviendrait sans doute 

en deuxième ligne lorsque l’effet pro-inflammatoire, microbicide par exemple, ne serait 

plus nécessaire. Ces hypothèses restent  à démontrer. Nos travaux suggèrent que les 

NETs ont la capacité de diminuer la maturation des moDC induite par des agonistes de 

TLR (TLR4, TLR7/TLR8) et par le PMA ; ceci est attesté par une modification du 

phénotype membranaire et de la production de cytokines. Les  conséquences 

fonctionnelles sont en particulier une diminution de la capacité de migration des DC, de 

la prolifération des LyT CD4+ et l’induction d’une polarisation plutôt Th2.  

Les  premières expériences que nous avons menées avec les NETs purifiés ont 

démontré que seuls, ils n’avaient pas la capacité de moduler le phénotype et les 
fonctions des DC immatures. Les NETs, dans notre modèle ne peuvent agir qu’au 

cours de la maturation des DC, nécessitant sans doute des coopérations avec les 

signaux de maturation intra ou extracellulaires. Ces mécanismes ne sont pas connus et 
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pourraient constituer une perspective intéressante de nos travaux. De plus, dans la 

littérature, les NETs issus de PN de patients sont capables de moduler directement des 

fonctions cellulaires. Par exemple, les PN de patients lupiques produisent des NETs qui 

peuvent induire la production d’INF  par les pDC (Garcia-Romo et al., 2011; Lande et 

al., 2011; Villanueva et al., 2011) ; au cours des vascularites à ANCA, ce même type 

d’effet activateur cellulaire est retrouvé  (Nakazawa et al., 2012). Il serait donc 

intéressant de produire et isoler, grâce à notre méthode originale, des NETs 
provenant de différents contextes inflammatoires chez l’homme et tester leur effet 

sur les DC (effet direct ou effet sur la maturation).  

Dans ce travail, nous avons aussi montré que la régulation négative des NETs 
sur  la maturation induite par le LPS était visible très tôt sur la transcription des 
gènes codant pour des cytokines. Ces résultats nous conduisent à évaluer 

l’implication des NETs dans la stabilité de l’ARNm. La régulation post-

transcriptionnelle de nombreuses protéines inflammatoires, parmi lesquelles le TNFα, 

se fait au niveau de la traduction et/ou de la stabilité des ARNm, et est à l’origine du 

niveau d’expression des protéines. Dans la plupart des cas, la régulation post-

transcriptionnelle est médiée par des éléments cis localisés dans la région non traduite 

3’ (3’UTR) des ARNm (Stoecklin and Anderson, 2006). Ces éléments sont capables de 

recruter des protéines spécifiques qui, à leur tour, régulent la traduction et/ou la stabilité 

de l’ARNm. La présence d’adenine/uridine-rich element (ARE) au niveau de la région 

3’UTR des ARNm de nombreuses protéines pro-inflammatoires est à l’origine de leur 

dégradation rapide (Stoecklin and Anderson, 2006). Nous testons actuellement 

l’hypothèse que les NETs peuvent affecter la demi-vie des ARNm du TNFα, de 

manière directe ou indirecte. 

Nous avons commencé à explorer les effets des NETs sur les voies de 

signalisation activées par le LPS dans les DC. Nos résultats préliminaires suggèrent 
que l’effet modulateur des NETs pourrait impliquer une altération de la 
translocation nucléaire de NFκB. Ces résultats, s’ils sont confirmés, seront suivis de 

l’étude des mécanismes qui régulent cette voie NFκB. Certains auteurs ont suggéré une 

régulation autocrine de cette voie par l’augmentation de l’expression de la sous-
unité p50, responsable de l’inhibition de la transcription des cytokines en particulier du 

TNFα dans les macrophages (Baer et al., 1998). Plus récemment, le complexe formé 
par p50 et RelB (la voie alternative/non-canonique ) a été évoqué comme responsable 
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de la modulation négative de la signalisation du complexe p50-p65 (la voie 

classique/canonique) et, par conséquent, de l’inhibition de la synthèse de TNFα par les 

macrophages et les DC (Gasparini et al., 2013). Nous faisons l’hypothèse que les NETs 

pourraient agir à ce niveau, soit par l’induction de la transcription de p50, soit en 

favorisant la formation du complexe p50-RelB.  

Une autre piste d’exploration des voies de signalisation modulées par les NETs 

est l’activation de la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), impliquée dans l’activation 

cellulaire qui fait suite à l’engagement de plusieurs TLR (Troutman et al., 2012a). PI3K 

est exprimée de manière constitutive dans les cellules de l’immunité innée. Elle est 

rapidement activée en réponse à un agent infectieux, agissant comme un régulateur 

négatif précoce de la réponse inflammatoire (Fukao and Koyasu, 2003). En effet, la voie 

de la PI3K module les cascades des MAPK et l’activation de NFkB dans les monocytes 

en réponse au LPS, entraînant une diminution de la production de TNF-α (Guha and 

Mackman, 2002). L’utilisation de souris invalidées pour le gène codant pour la sous-

unité p85 de la PI3K a démontré aussi que la PI3K régulait négativement la production 

d'IL-12 par les DC (Fukao et al., 2002). L’ensemble de ces données nous permet 

d’émettre l’hypothèse que les NETs pourraient moduler cette voie de signalisation liée à 

la PI3K, ce qui constitue une autre perspective de ce travail. 

Dans ce contexte, une autre molécule pourrait être impliquée et assurer un lien 

entre les TLR et l'activation de la PI3K : il s’agit de BCAP (B-cell adaptor for PI3K) 

(Troutman et al., 2012a). Le BCAP est essentiel à l'activation PI3K lors de la stimulation 

cellulaire par des ligands de TLR. Il lie le TLR à la PI3K par un domaine TIR cryptique 

de son extrémité N-terminale, qui sera ensuite utilisé pour le recrutement des 

composants en aval de cette voie de signalisation. BCAP peut aussi agir précocement 

dans la transduction du signal en engageant MyD88 via son domaine TIR et 

potentiellement réduire la disponibilité des MyD88 pour l'activation de NFκB, affectant 

ainsi la voie majeure de signalisation de la plupart des TLR (Troutman et al., 2012b). 

Ces auteurs montrent que les DC déficientes en BCAP ont une capacité augmentée à 

faire proliférer les LyT CD4+ et à induire un phénotype effecteur Th1/Th17 (Troutman et 

al., 2012b). Nous pouvons envisager l’hypothèse que les NETs pourraient réguler la 

disponibilité de cette molécule et ainsi participer à l’effet anti-inflammatoire que nous 

décrivons. 
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Nos résultats nous encouragent également à explorer un autre mécanisme, 

l’induction de l’expression de microRNA (miRNA) par les NETs. Ce sont de petites 

molécules d’ARN non codantes exprimées dans les cellules immunitaires, capables de 

dégrader ou réprimer la traduction des ARNm cibles, jouant ainsi un rôle important, 

récemment décrit, dans la modulation de la réponse immunitaire (O'Connell et al., 

2012). Il est décrit, par exemple, que l’expression de certains miRNA au cours de 

l’activation cellulaire via les TLR va permettre de réguler la cascade de signalisation. 

Parmi les miRNA connus pour moduler négativement la signalisation TLR se trouvent 

miR-146a (Taganov et al., 2006) et miR-21(Sheedy et al., 2010) qui inhibent l'activation 

de la voie NFκB. Il a été aussi évoqué l’induction de deux miRNA régulateurs de 

l’inflammation (le miR146a et le miR-155) par les DC en réponse à H. pylori ; en effet, 

ils seraient capables de réguler la production de cytokines, ciblant particulièrement la 

production de TNFα (Hoces de la Guardia et al., 2013). De la même manière, miR-125b 

et let-7 vont aussi réguler la réponse inflammatoire ayant comme cibles les ARNm du 

TNFα et de l’IL-6 respectivement (Iliopoulos et al., 2009; Tili et al., 2007). En ce qui 

concerne les DC, certains miRNA ont des rôles importants dans la régulation du 

développement, de la différenciation et de la maturation. Parmi ces miRNA deux 

semblent intéressants à explorer en raison de leur  implication dans la modulation de la 

réponse inflammatoire : miR-142-3p et miR-148 (Turner et al., 2011). En résumé, 

l’implication de miRNA dans les effets modulateurs des NETs que nous avons observés 

est une question importante que nous projetons d’aborder dans la suite de nos travaux, 

par une approche multi-array ou par ciblage de certains miRNA.  

Une autre question fondamentale reste ouverte à la fin de ce travail de thèse. Il 

s’agit de l’identité des composants des NETs à l’origine de ces effets régulateurs. 

Plusieurs des protéines présentes à la surface des NETs sont connues pour avoir un 

effet anti-inflammatoire. Les candidats principaux pourraient être les protéases, car 

elles sont, en particulier, les protéines des granulations les plus abondantes dans les 

NETs (Urban et al., 2009). De plus, elles ont été impliquées  dans l’effet inhibiteur de la 

production du TNFα et d’autres cytokines pro-inflammatoires, après activation par C. 

albicans et le LPS (Gresnigt et al., 2012). Des résultats préliminaires faisant appel à un 

inhibiteur de protéases, suggèrent que cette hypothèse pourrait être valide et nous 

permettent de mettre en place des études, avec des inhibiteurs plus spécifiques de 

composants des NETs, par une approche de protéines candidates. En particulier, l’ELA 
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est connue pour la mise en place d’un environnement immuno-régulateur en induisant 

la production de TGF-β1 par les DC et, de ce fait, l’activation d’une réponse T 

régulatrice (Maffia et al., 2007; Tateosian et al., 2011). Un second candidat pourrait être 

une ou plusieurs alarmines comme la LF et la cathelcidine LL-37. En effet, ces deux 

molécules sont connues, d’une part pour induire directement l’activation des DC (Yang 

et al., 2009), et, d’autre part, pour moduler négativement ces cellules en présence 

d’agonistes TLR (Ando et al., 2010; Di Nardo et al., 2007; Drago-Serrano et al., 2012). 

D’autres protéines granulaires moins exprimées sur les NETs mais biologiquement très 

actives seraient aussi intéressantes à explorer en tant que candidates 

immunomodulatrices. En effet, la MPO a été récemment impliquée dans la diminution 

de l'inflammation tissulaire par l’inhibition de l’activation des DC (Odobasic et al., 2013). 

De plus, la BPI présente un effet anti-inflammatoire in vivo, chez des patients atteints de 

brûlures, en induisant une réduction de la transcription du CD14 et du TNFα (Fang et 

al., 2001).  

Nous souhaitons également analyser  le rôle des histones des NETs dans cet 

effet anti-inflammatoire sur les DC. Ce sont les protéines les plus abondantes des NETs 

et la présence de H2A, H2B, H3 et H4 ainsi que leurs homologues citrullinée a été 

décrite. Leur rôle biologique dans la réponse immunitaire a été peu exploré mais 

semblerait plutôt cytotoxique (Saffarzadeh et al., 2012) ; au cours de traumatismes 

sévères comme le sepsis, la concentration d’histones circulants est reliée aux 

défaillances d’organes, en particulier le poumon (Abrams et al., 2013). En utilisant un 

modèle murin d'ischémie-reperfusion hépatique, il a été démontré que les histones 

endogènes se comportaient comme des DAMP qui interagissent avec TLR9 et MyD88 

pour initier l'inflammation (Huang et al., 2011).    

Enfin, des perspectives d’étude des interactions in vivo existent par la mise en 

place de deux modèles animaux de maladies inflammatoires aigües et chroniques : 

l’hypersensibilité de contact (en collaboration avec le Pr Saadia Kerdine-Römer) et le 

choc anaphylactique (en collaboration avec le Dr Pierre Bruhns) au cours desquels la 

production de NETs va être analysée ainsi que leur éventuelle co-localisation avec des 

DC au niveau des tissus (peau, poumon) et les conséquences de ces interactions 

NETs/DC. 

La figure 44 résume l’ensemble des résultats acquis et les perspectives de ces travaux.
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Synonyms  

NETs 

Netosis 

 

Definition  

 

In response to various dangers, cells respond by releasing soluble mediators that initiate the 

inflammatory response. Neutrophils represent the first wave of immune cells which are 

abundantly recruited to the site of inflammation with the objective of eliminating the danger. 

In particular, neutrophils are crucial for the efficient elimination of microbes through 

mechanisms involving either intra-cellular and / or extracellular killing. In both cases, 

microbes are killed by the combined action of different anti-microbial molecules stored in the 

cytoplasmic granules or generated de novo.  

 

Among the extracellular killing mechanisms, the release of Neutrophil Extracellular Traps 

(NETs) is of main importance. NETs were originally described in 2004 (Brinkmann et al. 

2004) and correspond to tangled webs of neutrophil ADN harboring a large diversity of 

proteins expelled out of the cell (figure 1). NETs fulfill important antimicrobial functions but 

they are also involved in several inflammatory and autoimmune diseases.  

 

NET release by activated leukocytes is a conserved innate antimicrobial strategy, described in 

fish, chicken and different mammals including mouse and human (Guimaraes-Costa et al. 

2012). The release of extracellular DNA structures decorated with proteins from the different 

cell compartments is not restricted to neutrophils. This phenomenon has also been 

documented in eosinophils, basophils, monocytes and mast cells (Schorn et al. 2012). 
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Structure and Functions  

 

1. Formation of NETs. 

A large diversity of stimuli prompts neutrophil activation leading to NET release. The 

formation of NETs in response to pathogens and their microbicidal effect are probably the 

main physiological functions of NETs and will be discussed below. During inflammation, 

NET release can be induced by pro-inflammatory mediators, such as TNF , IL-8, platelet 

activating factor, the combination of granulocyte/macrophage colony-stimulating factor (GM-

CSF) / complement factor 5a (C5a) or GM-CSF / LPS. Moreover, NET release can also be 

triggered by activated platelets or endothelial cells, by circulating or extravascular antibodies 

and immune complexes during autoimmune diseases, by amyloid fibrils and by monosodium 

urate crystals from synovial fluid of patients with gout (Azevedo et al. 2012; Chen et al. 2012; 

Schorn et al. 2012). Importantly, NETs can be efficiently generated in vitro by pharmacologic 

agents. Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), a prominent activator of protein kinase C, is 

the most extensively studied stimulus to induce NET release by human neutrophils; 

interestingly, the response of murine neutrophils to PMA is accompanied by a scanty and 

delayed release of NETs. Ionomycin, calcium ionophore A23187, ROS and reactive nitrogen 

species donors also lead to NET release (Fuchs et al. 2007; Kaplan and Radic 2012; Patel et 

al. 2010).  

 

To date, three different cell mechanisms have been identified giving origin to NETs (figure 

2). 

 In the first mechanism, NETs are formed as the end product of a distinct cell death program 

called netosis, activated upon neutrophil stimulation by PMA. During netosis, chromatin, the 

supporting structure of these NETs, gets unwound while nuclear envelope disintegrates 

allowing the mixing of chromatin with granular and cytoplasmic proteins. Later on, 3 hours 

after neutrophil activation, the integrity of extracellular membrane is lost and the chromatin, 

harboring a large diversity of neutrophil proteins, is released into the extracellular medium 

giving origin to the NETs (Fuchs et al. 2007). Different cellular processes and molecular 

mechanisms participate in the netosis process. The neutrophils NADPH-oxidase (NOX2), 

which generates large amounts of reactive oxygen species (ROS), is necessary for netosis. 

Consistently, netosis is inhibited in the presence of pharmacologic ROS scavengers and is 

absent in patients with chronic granulomatous disease (CGD) with a genetic deficiency of 

NOX2. A second mandatory enzyme in netosis is the peptidylarginine deiminase 4 (PAD4), 



5 
 

activated during the inflammatory response and catalyzing the citrullination of arginine 

residues. As a result, the density on positively charged amino acid residues is reduced, 

weakening the histone-DNA electrostatic interactions. This is a crucial event for chromatin 

decondensation during netosis. Other molecules involved in the netosis cascade include the 

Raf–MEK–ERK kinase pathway and the Rac2, a GTPase associated to NOX2. Elastase and 

myeloperoxidase (MPO) need to translocate to the nucleus where they participate in histone 

proteolysis and chromatin decondensation  (Brinkmann and Zychlinsky 2012). In addition, an 

extensive formation of double-membrane vacuoles is observed in the cytoplasm of PMA-

activated neutrophils. During the first minutes, these vesicles have the characteristics of 

autophagic vesicles, engulfing granules and ribosomes that are eventually degraded (Remijsen 

et al. 2011). At later times, a different type of double-membrane vesicles appears that are not 

typical autophagic and might be remnants of the nuclear envelope (Fuchs et al. 2007).  In fact, 

autophagy is activated along netosis and its blockade, by pharmacological inhibitors, redirects 

neutrophil death towards apoptosis (Remijsen et al. 2011). 

 

In the second mechanism identified as giving origin to NETs, neutrophils primed with GM-

CSF and subsequently activated with LPS or C5a release mitochondrial DNA decorated with 

granule-derived proteins (figure 2b). This process is rapid, with efficient mitochondrial 

release at 15 minutes, depending on ROS production. However, it is not directly accompanied 

by neutrophil cell death; rather, neutrophils show an increased survival due to the activation 

stimulus (Remijsen et al. 2011).  

 

The third mechanism at the origin of NETs encompasses the rapid release of nuclear DNA 

and maintains functional enucleated neutrophils able to accomplish phagocytosis and classic 

bacterial killing (figure 2c). This process was originally characterized in vitro upon neutrophil 

coculture with the gram-positive bacteria Staphylococcus aureus and was recently proved in 

vivo in models of systemic or skin bacterial infections (McDonald et al. 2012; Pilsczek et al. 

2010; Yipp et al. 2012). Along this process, short stretches of nuclear DNA can be rapidly 

exported to the extracellular medium in vesicles formed from the outer nuclear membrane. 

Concomitantly, the whole chromatin is decondensed and the nucleus loses its morphology, 

expands and can be released out of the cell forming the NETs. This process is not dependent 

on ROS and occurs through a very rapid mechanism with DNA-loaded vesicles detected at 5 

minutes after bacterial contact in vitro (Pilsczek et al. 2010). In vivo, accumulation of 

extracellular chromatin is detectable by intra-vital microscopy at 20 minutes after infection 
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(Yipp et al. 2012). The signaling pathways controlling the release of mitochondrial DNA and 

the release of nuclei, leaving enucleated neutrophils, are completely uncharacterized. It is 

important to stress that ROS, elastase and myeoloperoxidase are not required in different in 

vivo and in vitro models of NET release (Kaplan and Radic 2012; Yipp et al. 2012). For all 

these processes, further explorations are required to clearly dissect the mechanisms leading to 

the release of NETs. 

 

 

1. Structure of NETs. 

 The best characterized NETs are those produced during netosis, upon neutrophil activation 

with PMA. The central structure of NETs is the chromatin, i.e. DNA wrapped around 

histones. The smaller NET filaments have a diameter of 15 to 17 nm, probably corresponding 

to modified nucleosomes, whose reference diameter is 10 nm. Along these filaments, multiple 

globular domains of around 50 nm diameter are present, where granule-derived and 

cytoplasmic-derived proteins concentrate. Other regions of NETs, with different diameters, 

can be identified according to the level of chromatin decondensation. In vitro, NETs occupy a 

volume 10 to 15 times larger than the volume of the initial neutrophil (Brinkmann et al. 2004; 

Brinkmann and Zychlinsky 2012; Urban et al. 2009). This might also be the case of NETs 

produced in vivo in not confined spaces like blood, lung or peritoneum.  

 

At least 30 different proteins have been identified associated to NETs. The core histones 

H2A, H2B, H3 and H4 are the most abundant proteins and account for 70% of the total 

proteins (Urban et al. 2009). Along netosis, histones undergo posttranscriptional 

modifications, such as proteolysis and citrullination, which translate into an apparent weight 

decrease of 2 to 5 kDa (Urban et al. 2009). Apart histones, NETs comprise other nuclear 

proteins as well as proteins from granules, cytoplasm (Urban et al. 2009) and membrane 

proteins such as NOX2 and CD11b (Marin-Esteban et al. 2012; Munafo et al. 2009). Most of 

the granule proteins associated with NETs come from azurophilic granules: elastase, the most 

abundant granular protein corresponding to around 5% of the total NET proteins, cathepsin G, 

proteinase-3, defensins, myeoloperoxidase, azurocidin and lysozyme (Urban et al. 2009). 

Calprotectin, or S100-calcium binding protein, is the most abundant cytoplasmic protein 

detected in NETs, also corresponding to around 5% of the total NET proteins. Proteins from 

cytoskeleton and from different cell organelles also relate to NETs and represent a small 
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fraction of the total proteins. Some of the proteins associated to NETs, including histones, are 

highly charged cationic proteins that can tightly interact with DNA (Fuchs et al. 2007).  

 

Protein composition of NETs can be modified according to the activation or the priming state 

of the cells. For instance, human neutrophils primed with rhIFN  or with IFN -rich serum 

from patients before PMA in vitro stimulation, generate NETs carrying a significantly larger 

amount of LL37 and HMGB1, as compared with non primed neutrophils (Garcia-Romo et al. 

2011). 

 

 

2. Main role of NETs : response to infection 

NETs are formed in response to infection and to other inflammatory conditions. The main 

physiologic role attributed to NETs is to contribute to host defense. In vitro, bacteria, fungi 

and protozoa parasites can induce the release of NETs. The net-like structure of NETs enables 

them to snare microbes. As a consequence, microbes get in tight contact with the various 

enzymes, microbicidal peptides, histones and other molecules immobilized in NETs.  

 

The participation of NETs in controlling infections relays on three strategies (Brinkmann and 

Zychlinsky, 2012). First, trapping microbes limits their dissemination. The in vivo relevance 

of this effect has been demonstrated in mouse models of Escherichia coli sepsis (McDonald et 

al. 2012) and polymicrobial sepsis (Meng et al. 2012). In these models, NETs are generated 

by activated neutrophils that adhere to the vascular endothelium while interacting with 

platelets (McDonald et al. 2012). Dismantling NETs, by treatment with deoxyribonucleases 

(DNases), leads to increased bacterial spreading to different organs. NETs might be important 

in limiting Streptococcus pneumoniae, Group A Streptococci (GAS) and Mycobacterium 

tuberculosis spreading, as NETs have no direct microbicidal effect on these pathogens 

(Papayannopoulos and Zychlinsky 2009). Second, NETs weaken virulence of microbes by 

degrading toxins and virulence factors. Shigella flexneri and Staphylococcus aureus entangled 

into NETs lose part of their virulence factors: the invasion plasmid antigen (IpaB) and the -

toxin, respectively, can be degraded by elastase or by other proteases associated to NETs 

(Brinkmann et al. 2004). Finally, microbicidal proteins associated with NETs display an 

enhanced and synergic effect, leading to a more efficient microbe killing by mechanisms 

involving disruption of cell walls and membranes by cationic proteins and peptides, growth 

inhibition by chelating iron and zinc ions, cytotoxic effect by histones and the generation of 
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ROS. This synergic effect is proved by the significant reduction of NET microbicidal effect 

after DNase treatment.  

 

Amongst other bacteria, NETs display a bactericidal action against S. aureus, gram-negative 

bacteria, by a mechanism dependent on the peroxidase activity of MPO. Gram-positive 

bacteria, including Escherichia coli, S. flexnery and Salmonella typhimurium can also be 

killed by NETs (Brinkmann et al. 2004; Brinkmann and Zychlinsky 2012). Different fungi 

induce NET formation: Aspergillus fumigatus, Aspergillus nidalus, Candida albicans and the 

yeast C. gattii. The antifungal activity of NETs has been attributed to calprotectins, which 

chelate zinc and, less efficiently, manganese ions necessary for fungi survival. A gene therapy 

addressed to recover NOX2 activity in a child with a CGD allowed to recover the capacity of 

his neutrophils to form NETs and, concomitantly, the capacity to eradicate an extensive 

aspergillosis by A nidalus he was suffering from. This result points to the prominent role of 

neutrophils on antifungal defense and the contribution of NETs as part of the engaged 

mechanisms to fulfill this function (Brinkmann and Zychlinsky 2012). NETs also participate 

in anti-viral defense. They accumulate in lungs of mice infected by influenza A virus, though 

their presence is not necessary for virus clearance (Guimaraes-Costa et al. 2012). Conversely, 

neutrophils recognize Human Immunodeficiency Virus (HIV) through Toll-like Receptor 7 

(TLR-7) and TLR-8 and respond by producing ROS and releasing NET. These NETs exhibit 

an anti-HIV activity dependent on MPO and -defensins (Saitoh et al. 2012). Lastly, NETs 

are also formed during protozoan infections. They are observed in blood of Plasmodium 

falciparum-infected patients, snaring free trophozoites and infected red blood cells. NETs are 

also present in biopsies from patients with cutaneous leishmaniasis. Whether NETs have an 

anti-protozoan activity remains to be clearly established as contradictory results exist 

concerning a potential cytotoxic effect of histones against amastigotes of different Leishmania 

species (Guimaraes-Costa et al. 2012).  

 

The identification of various pathogen strategies to evade NETs witnesses a long co-existence 

of neutrophils and pathogens during evolution. Extracellular DNases and other extracellular 

nucleases constitute virulent factors for Staphylococcus, S. pneumonia and GAS and they can 

disassemble the DNA backbone of NETs. In addition, certain serotypes of S. pneumonia 

reduce NET interaction by forming a capsule and elude the action of cationic bactericidal 

components of NETs by electrostatic repulsion as a result of introducing positively charged 

groups on the membrane-associated lipoteichoic acid. Haemophilus influenzae forms biofilms 
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that incorporate structural elements of NETs, thereby eluding NET action and phagocytosis 

by neutrophils (Brinkmann and Zychlinsky 2012; Guimaraes-Costa et al. 2012; Kaplan and 

Radic 2012). Pathogens can also promote a cytokine environment opposed to NET formation, 

as has been described for HIV that activates IL-10 production by dendritic cells dampening 

neutrophil activation (Saitoh et al. 2012).  

 

 

Pathological Relevance 

 

1. Tissue cytotoxicity and pro-thrombotic activity.  

 

The structure of NETs restrains the diffusion of neutrophil-derived mediators, limiting the 

extension of bystander lesions. However, the high local concentration of cytotoxic molecules 

increases the magnitude of local lesions. This harmful local effect has been particularly 

proved in an in vivo sepsis model, where integrity of NETs in the liver vasculature correlated 

with hepatocellular damage, tissue necrosis and sinusoidal congestion (McDonald et al. 

2012). Tissue injury and deficient oxygenation have been associated to NET accumulation in 

other inflammatory pathologies such as liver injury, preeclampsia and different neutrophilic 

lung inflammatory conditions, including transfusion-related acute lung injury, cystic fibrosis 

and allergic asthma (Brinkmann and Zychlinsky 2012; Kaplan and Radic 2012; Saffarzadeh 

and Preissner 2012).  Two major deleterious effects of NETs are at the origin of these lesions: 

cytotoxicity and a pro-thrombotic activity. 

 

Cytotoxicity of NETs against endothelial and epithelial cell is mainly mediated by histones 

and elastase (Brinkmann and Zychlinsky 2012; Marin-Esteban et al. 2012; Saffarzadeh and 

Preissner 2012). The pro-thrombotic activity of NETs relies on multiple factors. Thrombi are 

formed by cross-linked fibrin polymers trapping activated platelets and red blood cells. These 

fibrin polymers can be formed by two different coagulation pathways; one activated by 

foreign solid bodies in the blood, the other activated by proteases released by the injured 

endothelium. NETs activate both coagulation pathways (Brinkmann and Zychlinsky 2012; 

Saffarzadeh and Preissner 2012). On one hand, NETs provide a foreign surface that triggers 

the contact activation pathway. On the other hand, endothelium injured by NETs releases the 

tissue factor that activates the extrinsic coagulation pathway. Elastase and cathepsin-G present 

in NETs boost this latter pathway by degrading some of the endogenous inhibitors. In 
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consequence, NETs have a significant prothrombotic potential that has been evidenced in 

different in vivo models of thrombosis, deep vein thrombosis and infection-related abdominal 

aneurysms (Brinkmann and Zychlinsky 2012; Saffarzadeh and Preissner 2012). 

 

The release of NETs is acknowledged as a physiological part of the neutrophil response 

during inflammation. Correspondingly, regulatory mechanisms exist to dismantle NETs and 

to regulate their production to counterbalance the extent of the inflammatory response. NETs 

are mainly dismantled by DNases constantly present in plasma and NETs production can be 

downregulated by anti-inflammatory cytokines such as IL-10 (Brinkmann and Zychlinsky 

2012; Saitoh et al. 2012).  

 

 

2. Autoimmunity.  

The identification of NETs as a normal response to infection, exposing a large variety of 

neutrophil proteins to the extracellular space, was early identified as a risky maneuver with 

possible consequences in braking of tolerance towards self-antigens (Brinkmann et al. 2004). 

Auto-antibodies against NET components have already been implicated in several 

autoimmune diseases. 

 

NETs have been implicated in the physiopathology of small-vessel vasculitis (SVV) positive 

for anti-neutrophil cytoplasmic antibodies (ANCA). ANCA-SVV is characterized by the 

presence of autoantibodies, mostly directed against proteinase-3 or MPO, molecules stocked 

in neutrophil granules but also associated with NETs and with the cell surface on primed 

neutrophils. ANCA isolated from patients’ sera are able to induce NET release by primed 

neutrophils. By exposing the autoantigens targeted by ANCA, NETs increase the production 

of these pathogenic antibodies that, in turn, will target new neutrophils to induce NET release, 

leading thus to an amplification loop of the autoimmune response. Concomitantly, during 

SVV, NETs can be trapped in small-vessels inducing endothelial injury. Fluorescent 

microscopy analysis of kidney biopsies from SVV patients have provided evidence of NETs 

tightly associated to sites of glomeruli endothelial and interstitial lesions (Kessenbrock et al. 

2009).  Importantly, a link between NETs and the specific immune response in SVV has been 

identified (Sangaletti et al. 2012). Myeloid dendritic cells loaded with NETs become fully 

activated and able to induce, in mice, ANCA production and autoimmune vasculitis 

accompanied by parenchyma lesions in kidney and lungs. Immunogenicity of NETs in this 
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model is dependent on the DNA integrity (Sangaletti et al. 2012). NETs themselves have also 

been identified as able to directly prime T lymphocytes, lowering their activation threshold 

(Kaplan and Radic 2012).   

 

Systemic lupus erythematosus (SLE) is an autoimmune disease characterized by the presence 

of circulating immune complexes. In SLE, autoantibodies are mainly directed against nuclear 

antigens, including double-stranded DNA and different nuclear proteins. Recently, antibodies 

directed against neutrophil proteins have also been identified; in particular against LL-37, an 

antimicrobial peptide of the cathelicidin family, abundantly associated to NETs formed by 

neutrophils from SLE patients (Dorner 2012). During the last three years, various mechanisms 

have been described demonstrating the prolonged exposition and modified immunogenicity of 

self antigens associated to NETs in SLE. The half life of NETs in SLE patients can be 

increased by multiple factors including both the protection of DNA against the action of 

nucleases by the different proteins and autoantibodies associated with NETs, and the direct 

inhibition of serum DNase-1 by the complement fragment C1q deposited on NETs. The 

immunogenicity of self-antigens associated with NETs is susceptible of being modified by the 

presence of several danger signals in the same structure. In SLE, the presence of LL-37 and 

HMGB-1 in NETs renders self-DNA immunogenic and is suspected of initiating an insidious 

pathogenic loop. These immunogenic NETs engage the TLR-9 receptors on plasmacytoid 

dendritic cells (pDC) and elicit the production of IFN . In turn, IFN  primes neutrophils 

enhancing their efficacy to produce NETs upon activation by circulating immune complexes. 

Concomitantly, by exposing self-antigens such as self DNA and ribonucleoproteins, NETs 

might boost the production of auto-antibodies, increasing the rate of circulation immune 

complexes that activate neutrophils to produce NETs, thus closing this pathogenic loop 

(Brinkmann and Zychlinsky 2012; Dorner 2012; Saffarzadeh and Preissner 2012).  This 

mechanism first described for human SLE, has been confirmed in mice. The complex DNA / 

Cramp (murin orthologue of LL37) activates the production of INF  by pDC and leads to the 

production of antinuclear autoantibodies and to pathological manifestations of SLE (Kaplan 

and Radic 2012; Saffarzadeh and Preissner 2012).  

 

The immunogenicity of the self-antigens associated to NETs can also be altered by the post-

transcriptional modifications undergone during NET formation (e.g. oxidation, citrullination). 

This is the case of citrullinated histones that become the target of auto-antibodies during 

Felty’s syndrome, a form of arthritis accompanied by neutropenia. Auto-antibodies present in 
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sera from patients with Felty’s syndrome bind to NETs, in particular to citrullinated histones 

(Brinkmann and Zychlinsky 2012; Kaplan and Radic 2012).  

 

3. Atherosclerosis   

Atherosclerosis is a chronic inflammatory disease affecting arterial endothelium. 

Atherosclerotic lesions start as lipid streaks in the intima, the innermost layer of endothelial 

walls. These streaks are characterized by the presence of macrophages with a lipoprotein-rich 

cytoplasm: the foam cells. The evolution of atherosclerotic lesions is progressive, forming 

prominent atheromatous plaques with a lipid rich core surrounded by a fibrous layer and the 

intima, infiltrated by various leukocyte types, mainly macrophages, lymphocytes and pDCs. 

(Drechsler et al. 2011). Neutrophils are not abundantly found in atherosclerosis lesions. 

However, recent studies demonstrate interesting correlations between atherosclerosis lesions 

and the presence of NETs (Doring et al. 2012; Drechsler et al. 2011; Megens et al. 2012). 

 

NETs are present in atherosclerosis lesions in mice and human (Doring et al. 2012; Megens et 

al. 2012). On early atheromas in mice, extracellular structures with colocalized signals of 

DNA and Cramp (murin orthologue of LL37) are present in necrotic core areas (Doring et al. 

2012). NETS are also detected in the luminal area of these lesions (Megens et al. 2012). This 

DNA / Cramp complex has a proven pathogenic role in SLE that has also been demonstrated 

in a murine model of atherosclerosis. By activating local pDC through TLR9, DNA / Cramp 

complex induce the production of IFN (Doring et al. 2012). This cytokine primes 

neutrophils, enhancing their capacity to produce NETs (Dorner 2012). Moreover, human and 

mice suffering from atherosclerosis have circulating anti-DNA autoantibodies (Doring et al. 

2012), possibly boosted by NETs themselves, as has been proposed in the case of SLE 

(Brinkmann and Zychlinsky 2012; Dorner 2012; Saffarzadeh and Preissner 2012).  Immune 

complexes formed with these antibodies might activate NET formation (Dorner 2012). Hence, 

NETs contribute to atherosclerosis enhancing endothelial lesions by their cytotoxicity, 

providing immunogenic stimulus to innate immune cells and adding an autoimmune 

component to this disease. 
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Interactions with other Processes and Drugs 

 

The release of NETs conveys beneficial but also adverse consequences. NETs accomplish a 

non disputable role in controlling infections. However, their cytotoxic effects impact the 

integrity of host tissues and they are also implicated in the breaking of immune tolerance. 

Therapeutic strategies to control NET formation and / or their clearance can be oriented either 

to increase their production to better control infections, or to reduce their presence in order to 

avoid their adverse effects.  

 

The antimicrobial function of neutrophils cannot be entirely and permanently substituted by 

pharmacologic antimicrobial treatments, as drug resistance hampers their use. Neutrophils 

and, in particular, NETs are necessary to control infections. This has been clearly 

demonstrated through the aforementioned case of a CGD patient in whom a gene therapy 

recovering NOX2 function allowed the recovery of neutrophils’ capacity to perform oxidative 

burst and to produce NETs. Both features correlated to the capacity of patient to control a 

drug refractory pulmonary aspergillosis (Brinkmann and Zychlinsky 2012).  Developing 

strategies to enhance NET formation could be inspired by the case with statins; therapeutic 

molecules used to reduce serum cholesterol levels. Patients following statins treatment show a 

reduced risk to bacterial infections, correlated with the capacity of these molecules to boost 

the production of NETs (Chow et al. 2010).  

 

On the contrary, inhibiting NET production might be possible with various pharmacological 

approaches. In particular, ROS scavengers, PAD4 inhibitors and MEK-ERK kinase pathway 

inhibitors reduce NET production in vitro (Kaplan and Radic 2012). However, none of these 

inhibitors is specific for NET formation as they have a broad effect spectrum.  Recently, IL-

10 has been described as a physiological inhibitor of NET formation (Saitoh et al. 2012).  

Alternatively, dismantling NETs by DNases or neutralizing the action of some their 

components, mainly histones, decreases tissue injury in both in vitro and in vivo pathology 

models (Saffarzadeh and Preissner 2012). Neutralizing histones can be achieved by several 

mechanisms: the use of activated protein C or plasmin that degrade histones, the use of 

polysialic acids that outcompetes histone binding to DNA or to negative charged surface, or 

by using specific antibodies (Saffarzadeh and Preissner 2012). 
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In conclusion, a better knowledge of the mechanisms controlling the formation of NETs and 

their effects is required to develop therapeutic tools that could specifically enhance or inhibit 

the release of NETs or that allow blocking individual components of NETs involved in their 

adverse effects.  
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Figure legend 

 

Figure 1. Visualization of NETs after in vitro neutrophil stimulation. Various stimuli 

activate neutrophils to release their chromatin decorated with proteins from the different cell 

compartments. Upon human neutrophil activation with PMA, NETs are released and are 

visualized by fluorescence microscopy after DNA staining with DAPI (upper panel) and 

lactoferrin staining with specific antibodies (middle panel). The merging of both images 

allows the identification of neutrophils which retain their membrane integrity, preventing 

intracellular lactoferrin staining. More interestingly, some nuclei have a more diffused 

staining and large extracellular structures are formed where DNA and lactoferrin colocalize. 

These structures correspond to NETs.   

 

Figure 2. Models of NET formation. The formation of NETs seems to be related to different 

mechanisms according to the activation stimulus. A) In vitro activation of human neutrophils 

with PMA induces netosis, a cell death program that ends with the release of NETs. NETs 

correspond to the decondensed chromatin decorated with proteins form granular and 

cytoplasmic compartments. B) Priming with GM-CSF followed by activation with C5a or 

LPS leads to a rapid release (15 minutes) of mitochondrial DNA decorated with proteins from 

cytoplasmic granules. Neutrophils retain cell integrity and show increased survival due to 

activation.  C) In some models of bacterial infection and sepsis, after 20 minutes of infection, 

neutrophils release their chromatin decorated with proteins from granular compartments. 

Neutrophils become enucleated but retain granules to accomplish pathogen phagocytosis and 

killing. 
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Modulation fonctionnelle des cellules dendritiques par  
les « Neutrophil Extracellular Traps » 

 

Résumé: 

Les polynucléaires neutrophiles (PN) sont des cellules essentielles au cours de la réponse immunitaire 
innée ; recrutés rapidement au site inflammatoire où ils participent à la phase aigüe, ils vont aussi 
contribuer à la résolution de l’inflammation. Ils peuvent en effet moduler la réponse adaptative par 
interaction avec les lymphocytes (Ly) ou les cellules dendritiques (DC) via des médiateurs solubles ou 
des interactions cellulaires directes. Les Neutrophil Extracellular Traps (NETs) libérés par les PN 
activés pourraient jouer un rôle important dans ce contexte.  Les NETs sont des filaments de 
chromatine décondensée associés à des protéines issues principalement des granulations et du 
cytoplasme. Ils sont essentiels dans la réponse anti-infectieuse mais semblent également impliqués 
dans la physiopathologie de certaines maladies auto-immunes et inflammatoires. L’objectif de ce 
travail a été d’évaluer les effets des NETs sur la maturation des DC dans un contexte inflammatoire au 
cours duquel les PN et les DC peuvent co-exister, assurant ainsi un pont entre immunité innée et 
immunité adaptative. La première partie de ce travail a consisté à développer un modèle de 
production, isolement et caractérisation des NETs issus de PN sanguins humains. L’ionophore de 
calcium A23187 a été choisi pour induire les NETs et l'enzyme de restriction AluI a permis la 
récupération de fragments de NETs de taille hétérogène. Certains des composants de ces NETs sont 
quantifiables (ADN, élastase, histone 3 en particulier), et nous avons montré qu’ils conservaient leurs 
capacités bactéricides in vitro. Ces échantillons de NETs constituent donc un outil biologique 
standardisé, permettant d’évaluer  leurs effets sur des cellules ou des tissus. Dans la deuxième partie 
de ce travail, nous avons mis en évidence que ces NETs purifiés régulaient négativement la 
maturation de moDC induites par le LPS (expression de HLA-DR, CD80, CD83, CD86 et  production de 
TNFα, IL-12, IL-6, IL-23). De plus, les NETs diminuent la capacité de ces moDC à induire la prolifération 
des LyT, et leur polarisation est modulée en favorisant la production de cytokines de type Th2 (IL-5 et 
IL-13) aux dépens de cytokines de types Th1 (INFγ) et Th17 (IL-17). De manière intéressante, la 
capacité de migration des moDC activées par le LPS n’est pas modifiée en présence de NETs. En 
résumé, ces résultats suggèrent que les NETs pourraient jouer un rôle immunorégulateur sur la 
maturation des moDC dans des conditions inflammatoires. Les NETs produits par les PN activés 
pourraient ainsi participer à la régulation indispensable de la réponse inflammatoire. 
 
Mots clés : 

Neutrophil Extracellular Traps, polynucléaire neutrophile, cellule dendritique, inflammation, lymphocyte T, réponse 

immune, interaction cellulaire. 
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